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Донор сірководню NAHS відновлює конститутивний 
синтез NO та ендотелійзалежне розслаблення  
в аорті старих щурів
K.О. Драчук, А.В. Коцюруба, В.Ф. Сагач
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ; e-mail: 8701dk@ukr.net

Вивчали вплив донора сірководню NaHS на показники окисного (як оксидативного, так і нітро-
зативного) стресу, стан спряження конститутивних NO-синтаз (cNOS) та ендотелійзалежне 
розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) у аорті старих щурів. Встановили розвиток оксидативно-нітро-
зативного стресу у старих тварин, які не отримували NaHS. Наслідком цього в аорті викликався 
неспряжений (uncoupling) стан cNOS і зниження конститутивного синтезу NO. Результатом цих 
біохімічних процесів було порушення ацетилхолініндукованого розслаблення ГМ аорти, амплітуда 
якого становила у старих тварин 7,5 ± 1,4 % порівняно з 64,9 ± 3,5,% в контрольній групі дорослих 
тварин. Показано, що NaHS суттєво пригнічував оксидативний і нітрозативний стрес, відновлював 
спряжений стан cNOS та збільшував конститутивний синтез NO. Це сприяло поліпшенню аце-
тилхолініндукованого розслаблення ГМ аорти, амплітуда якого у старих тварин, що отримували 
NaHS, збільшувалася до 48,8 ± 1,9 %.
Ключові слова: старіння; ендотеліальна дисфункція; оксидативний стрес; нітрозативний стреc; 
неспряження cNOS; сірководень; оксид азоту.

ВСТУП

Оксид азоту (NO) – ключовий фактор, що 
забезпечує нормальну реалізацію ендотелій-
залежного розслаблення. Основним шляхом 
його синтезу в судинах є окисний метаболізм 
L-аргініну під дією кальційзалежних консти-
тутивних NO-синтаз (сNOS=eNOS+nNOS). 
Синтезований в ендотелії NO дифундує в 
гладенькі м’язи (ГМ), активує розчинну 
гуанілатциклазу (рГЦ) і збільшує утво-
рення циклічного гуанозинмонофосфату 
(цГМФ). В результаті активується цГМФ-
залежна протеїнкіназа, яка зменшує вміст 
внутрішньоклітинного Ca2+, що викликає 
розслаблення ГМ [1]. Існують докази і про 
прямий релаксуючий вплив NO на ГМ, при 
якому відбувається рГЦ/цГМФ-незалежна 
активація Са2+-АТФази саркоплазматичного 
ретикулума і зменшення цитозольного Ca2+ 
[2]. Також показана здатність NO викликати 

релаксацію ГМ судин не зменшенням вну-
трішньоклітинного вільного Ca2+, а через 
зниження спорідненості до нього скоротли-
вих білків [3].

Основу порушення ендотелійзалежного 
розслаблення судин при старінні становить 
зниження вмісту NO, яке зумовлене такими 
патофізіологічними механізмами, як окис-
ний стрес, зростання активності ренінан-
гіотензинової системи, неспряження cNOS, 
підвищення активності вазоконстрикторних 
факторів тощо [4]. 

Однією із речовин, вплив яких стимулює 
утворення NO, пригнічує окисний стрес і 
активність ренінангіотензинової системи 
є сірководень (H2S) [5–7]. Особливої уваги 
потребує питання взаємодії H2S і NO. Згідно 
з останніми даними, H2S може збільшувати 
синтез NO як через фосфорилювання сNOS 
за PI3K/Akt-сигнальним механізмом, так і 
незалежно від нього [5, 8]. Також відомо, що 
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сірководень здатен пригнічувати фосфодіе-
стеразу, фермент, що розщеплює цГМФ у 
клітині, і пролонгувати цим самим дію NO 
на ГМ [9–11]. Це дає можливість припустити, 
що H2S відновлює порушену при старінні 
ендотеліальну функцію судин, покращує 
NO-залежне розслаблення, його можна 
розглядати як фактор профілактики таких 
асоційованих зі старінням захворювань, як 
артеріальна гіпертензія, атеросклероз, діа-
бетична ангіопатія тощо. 

Метою нашої роботи було дослідити в 
аорті старих щурів вплив донора H2S, NaHS на 
конститутивний синтез NO, ендотелійзалежне 
розслаблення ГМ, показники оксидативно-
нітрозативного стресу та спряження cNOS. 

МЕТОДИКА

Ендотелійзалежне розслаблення ГМ про-
водили на ізольованих препаратах грудної 
аорти щурів-самців лінії Вістар віком 8 міс 
(дорослі, n=10) та 22–24 міс (старі, n=20), 
масою 300–370 г з дотриманням усіх вимог 
щодо роботи з лабораторними тваринами 
(міжнародна конвенція, Страсбург, 1986). 

У щурів виділяли грудну аорту, нарізали 
на кільцеві препарати і за загальноприй-
нятою методикою в режимі, наближеному 
до ізотонічного, реєстрували скоротливу 
активність ГМ [12]. Для активації ГМ аорти 
до перфузуючого розчину додавали норадре-
налін (10⁻⁵ моль/л, “Sigma”, США). Стійкий 
рівень залежного від цієї речовини скорочен-
ня («плато») приймали за 100 %. Від нього 
проводили розрахунки зміни амплітуди ендо-
телійзалежних скоротливих реакцій ГМ аорти 
на ацетилхолін (10⁻⁵ моль/л, ”Sigma”, США). 
Вплив модулятора ендогенного сірководню 
вивчали за допомогою екзогенного донора 
H2S – NaHS (10⁻3 моль/л, “Sigma”, США), у 
якому інкубували кільцеві препарати аорти 
(30 хв), а також його додавали в перфузійні 
розчини. Для пригнічення утворення NO in 
vivo використовували метиловий ефір NG-
нітро-L-аргініну (L-NAME, 3×10⁻⁴ моль/л, 

“Sigma”, США), інгібітор активності сNOS. 
У цільних препаратах аорти визначали 

біохімічні показники, які є маркерами ок-
сидативного стресу: швидкість генерації 
супероксидного (*О2

-) і гідроксильного (*ОН) 
радикалів, пули пероксиду водню (Н2О2). Для 
встановлення шляхів генерації супероксиду 
визначали його утворення за дії циклоок-
сигенази (маркер тромбоксан B2 (TxB2)) та 
ліпоксигенази (маркер лейкотрієн C4 (LTC4)), 
а також потужної пуринової ксантиноксидази 
(маркер сечова кислота). Маркерами вільно-
радикального перекисного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) були пули дієнових кон’югатів (ДК) 
та малонового діальдегіду (МДА) [13]. Крім 
того, визначали активність конститутивного 
синтезу NO, оцінюючи кальційзалежну ак-
тивність cNOS і показники нітрозативного 
стресу: надлишкового de novo синтезу NO, 
оцінюючи кальційнезалежну активність 
індуцибельної NO-синтази (iNOS), реутилі-
заційного (salvage) синтезу NO — визна-
чаючи активність нітрат-редуктази, а його 
декомпозиційного синтезу – оцінюючи пули 
низькомолекулярних нітрозотіолів (НМНТ). 
Утворення пероксинітриту оцінювали за до-
помогою визначення пулів стабільного мета-
боліту NO – нітрат-аніона (NO3

-) – продукту 
нерадикального розпаду пероксинітриту. 
Визначали також пули нітрит-аніона (NO2

-) 
як маркера оксигенації аорти та пули ендо-
генного H2S, що може бути, згідно з нашою 
гіпотезою [12, 14], регулятором спряженого-
неспряженого стану cNOS [15]. Активнісь 
cNOS-залежного шляху утворення *О2

- оціню-
вали за зміною індексу спряження cNOS, який 
розраховували через відношення активності 
cNOS до швидкості генерації *О2

- [16]. Крім 
стаціонарних пулів у контрольних дорослих 
і старих тварин, визначали також зміни цих 
показників за підвищення ендогенного вмісту 
H2S за допомогою введення in vivo NaHS (56 
мг/кг, внутрішньоочеревинно за 30 хв до де-
капітації). Отримані результати представлені 
у відсотках відносно значення показників у 
дорослих тварин, які приймали за 100 %. 

Донор сірководню NAHS відновлює конститутивний синтез NO
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Результати обробляли методами варіа-
ційної статистики з використанням програм 
Excel (MS Office XP) та Origin 8,5 (Microcall 
Inc., США). Значення Р<0,05 вважали стати-
стично достовірними.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Показано, що додавання ацетилхоліну (10-5 
моль/л) до перфузійного розчину завжди при-
зводило до типового розслаблення преакти-
вованих норадреналіном ГМ грудної аорти. У 
дорослих щурів середнє значення амплітуди 
становило 64,9 ± 3,5,%, P<0,05 (n=10). У ста-
рих щурів амплітуда розслаблення ГМ була 
майже в 9 разів меншою за контроль. Серед-
нє її значення становило 7,5± 1,4,%, P<0,05 
(n=10). Додавання до перфузійного розчину 

NaHS і інкубація в ньому препарату ГМ аорти 
старих щурів впродовж 30 хв збільшувало 
амплітуду розслаблення на ацетилхолін більш 
ніж у 6 разів. Середнє її значення становило 
48,8±1,9,%, P<0,05 (n=10; рис 1). 

 Ми припустили, що NaHS відновлює аце-
тилхолініндуковане розслаблення ГМ аорти 
старих щурів внаслідок збільшення секреції 
ендотеліальними клітинами конститутивного 
NO. Для підтвердження цього у наступній 
серії дослідів NaHS додававли одночасно 
із блокатором синтезу NO – L-NAME. На 
фоні NaHS та L-NAME спостерігалося знач-
не зменшення амплітуди розслаблення ГМ 
аорти старих щурів у відповідь на ацетил-
холін. Середнє значення його амплітуди було 
2,5±1,4,%, P<0,05 (n=10). 

Для встановлення можливих механізмів 

Рис. 1. Вплив NaHS на ацетилхолін(АХ)-індуковане розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) аорти старих щурів: а – нативна 
крива, б – стовпчикова діаграма; 1 – дорослі (контроль), 2 – старі, 3 – старі після введення в перфузійний розчин NaHS, 
4 – старі при одночасному введенні в перфузійний розчин NaHS та L-NAME. Темна лінія під кривими – тривалість дії 
АХ. Переривчаста – вихідний рівень (внизу) тонічного напруження ГМ і заданий рівень (зверху) їх активації після вве-
дення норадреналіну, що приймається за 100%. Стрілкою позначено початок активації ГМ. * Р<0,05 відносно значення 
у дорослих тварин, **Р<0,05 відносно значення у старих тварин, яким не вводили NaHS; *** P<0,05 відносно значення 
у старих тварин при дії NaHS
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впливу NaHS на ендотелійзалежне розсла-
блення ми провели серію біохімічних до-
слідів. Як видно з рис. 2, в аорті старих щурів 
розвивається оксидативний стрес. Так, сумар-
на швидкість генерації *О2

- перевищувала 
контрольні (у дорослих) значення в 5,8 разів. 
Дисмутація нестабільного радикала *О2

- в 
стабільний Н2О2 перевищувала контрольні 
значення в 4,3 раза. Швидкість утворення 
найбільш активного радикала кисню *ОН, 
який утворюється із Н2О2 в реакції Фентона, 
була збільшена майже в 12 разів. Як відомо, 
*ОН-радикал ініціює ПОЛ, первинними і 
вторинним продуктами якого є ДК і МДА від-
повідно [17]. Пули ДК були збільшені у 4,4, 
а МДА – у 6,5 разів, що є свідченням високої 
інтенсивності ПОЛ в аорті старих тварин. 
Ми дослідили також інтенсивність декількох 
основних шляхів утворення *О2

- (ініціатора 
оксидативного стресу) в цільних гомогена-
тах аорти щурів різних експериментальних 
груп. Так, пули LTC4, які характеризують 
активність ліпоксигеназного генератора *О2

- 

і пули сечової кислоти, які характеризують 
активність ксантиноксидази і одночасно є 

маркером гіпоксії та деградації АТФ, пере-
вищували контрольні значення у 2,7 і 8,3 
разів відповідно. Вірогідно не відрізнявся 
від контролю лише вміст TxB2, який є мар-
кером циклооксигеназного шляху генерації 
супероксиду (див. рис. 2). 

Одночасно з розвитком оксидативного 
стресу і ПОЛ в аорті старих щурів спостері-
гали і нітрозативний стрес (рис. 3). Про це 
свідчить значне підвищення надлишкового 
de novo синтезу NO (підвищення активності 
iNOS), його реутилізаційного ( підвищення 
активності нітратредуктази) і декомпози-
ційного синтезу (зниження пулів НМНТ). 
Результати також показали, що розвиток 
оксидативно-нітрозативного стресу і значна 
інтенсифікація вільнорадикального проце-
су ПОЛ в аорті старих тварин призводила 
до зниження активності сNOS у 3 рази, що 
може свідчити про дефіцит вазорелаксуючої 
фракції NO – конститутивного NO через 
порушення його конститутивного синтезу 
ферментами cNOS. Причиною останнього 
може бути неспряжений стан cNOS (синтез 
ним більшою мірою *О2

- замість NO), на що 

Рис. 2. Відносні значення показників оксидативного стресу в аорті старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS : I – швид-
кість генерації *О2

-, II – вміст H2O2, III – швидкість генерації *ОН, IV – вміст дієнових кон’югатів, V – вміст малонового 
діальдегіду, VI – вміст тромбоксану B2, VII – вміст лейкотрієну C4, VIII – вміст сечової кислоти. *Р<0,05 відносно значення 
у дорослих тварин (100 %). ** P<0,05 відносно значення у старих щурів, яким не вводили NaHS
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вказує зниження майже у 20 разів розрахо-
ваного нами індексу спряження cNOS (рис 
4). Неспряження cNOS може розвиватися 
внаслідок зменшення пулів субстрату син-
тезу NO de novo L-аргініну через посилення 
аргіназної активності в аорті старих щурів 
у 3,4 раза, (див. рис. 3) або зниження пулів 
кофактора cNOS — тетрагідробіоптерину 
(BH4), в результаті його окиснення радикалом 
*О2

- або пероксинітритом (ONOO-) [4]. Нами 
було встановлено достовірне посилення ге-
нерації супероксиду (див. рис.2), і утворення 
пероксинітриту, про що свідчить вірогідне 
(майже в 6 разів) підвищення пулів нітрат-
аніона — продукту нерадикального розпаду 
пероксинітриту (див. рис. 3) в аорті старих 
щурів. Так що обидві вищезгадані причини 
неспряження cNOS можуть спостерігатися 
при старінні, призводячи, з одного боку до 
підвищення генерації супероксиду неспря-
женою cNOS в аорті старих тварин, з іншого 
— до зниження синтезу конститутивного NO 
цими ферментами, тим самим зменшуючи 
ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти 
цих тварин (див. рис. 1).

Таким чином, підвищення декомпозиції 
НМНТ у старих тварин є компенсаторною ре-
акцією на зниження конститутивного de novo 
синтезу вазодилататорного NO ферментами 
cNOS. У наших дослідженнях пули НМНТ 
були достовірно зниженими майже у 2 рази 
(див. рис. 3). У свою чергу надлишковий, 
недилататорний NO (синтезований de novo 
ферментом iNOS, або реутилізацією нітрат- 
чи нітрит-аніонів відповідними редуктазами 
в гіпоксичних умовах) при взаємодії з *О2

- 
утворює пероксинітрит (ONOO-) із широким 
спектром пошкоджувальної дії – від ПОЛ, 
інактивації ферментів і іонних каналів до 
інгібування мітохондріального дихання 
[18–20]. Продуктом нерадикального розпаду 
ONOO- (після його протонування) є NO3

-, 
пули якого в аорті старих тварин перевищу-
вали контрольні значення в 5,6 раза (див. 
рис. 3). Продуктами радикального розпаду 
протонованого пероксинітриту є ОН- радикал 
і радикал діоксиду азоту (·NO2) — обидва 
радикали – ініціатори ПОЛ.

Окремо слід відмітити в аорті старих 
тварин достовірне зниження (в 1,6 разів) 

Рис. 3. Відносні значення показників нітрозативного стресу, конститутивного синтезу дилататорного NO та H2S в аорті 
старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS : I – активність cNOS, II – активність iNOS, III – нітратредуктазна активність, 
IV – аргіназна активність, V – вміст NO2

-, VI – вміст NO3
-, VII – вміст низькомолекулярних нітрозотіолів, VIII – вміст 

H2S. *Р<0,05 відносно дорослого контролю (100 %); ** P<0,05 відносно значення у старих щурів
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ендогенних пулів Н2S, регулятора спряже-
ного-неспряженого стану сNOS, тобто кон-
ститутивного синтезу дилататорного NO і 
потужного кардіо- і васкулопротектора (див. 
рис. 3, 4).

Таким чином, в аорті старих тварин в 
результаті окисного стресу і неспряження 
сNOS знижується конститутивний синтез 
дилататорного NO і збільшується утворення 
високотоксичного пероксинітриту. Наслідок 
цих процесів – глибоке порушення ендотелій-
залежного розслаблення ГМ аорти у старих 
тварин.

Введення in vivo NaHS старим тваринам 
значно збільшувало ендогенні пули H2S в 
аорті (див. рис. 3). Це супроводжувалося 
суттєвим пригніченням як окисного стресу, 
в результаті інгібування генерації *О2

- (див. 
рис.2), так і нітрозативного стресу (див. рис. 
3) через зменшення надлишкового утворення 
NO і його високотоксичного похідного ONOO-. 
Одночасно відновлювався спряжений стан 
cNOS і посилювався конститутивний синтез 

вазорелаксуючого NO (див. рис. 4). Останнє 
покращувало ендотелійзалежне розслаблення 
ГМ аорти у старих тварин після введення в 
організм донора сірководню. Ці результати 
підтверджують нашу гіпотезу [12, 14, 15] 
про важливу роль сірководню у відновленні 
спряженого стану cNOS і конститутивного 
синтезу дилататорного NO (такі речови нази-
вають декаплерами (decаpler). Таким чином, 
результати нашої роботи свідчать про те, що 
сірководень – потужний декаплер, як в умовах 
in vivo, так і in vitro.

ВИСНОВКИ

1. У старих тварин значно порушується ен-
дотелійзалежне ацетилхолініндуковане роз-
слаблення гладеньких м’язів аорти.

2. Введення in vitro донора сірководню 
(NaHS) в перфузійний розчин підвищувало 
ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти 
старих щурів, яке знижувалося при введенні 
в перфузійний розчин інгібітора конститутив-
ного синтезу дилататорного NO – L-NAME.

3. В ГМ і ендотеліальних клітинах аорти 
старих щурів знижуються ендогенні пули 
H2S, розвивається оксидативний і нітрозатив-
ний стрес, наслідком якого є розвиток неспря-
женого стану cNOS , за якого ці ферменти 
(eNOS i nNOS) кальційзалежного конститу-
тивного de novo синтезу NO більшою мірою 
генерують *О2

- замість дилататорного NO.
4. NaHS (донор H2S), введений in vivo в 

організм старих тварин, пригнічував оксида-
тивний і нітрозативний стрес, відновлював 
спряжений стан сNOS та збільшував консти-
тутивний синтез дилататорного NO.

K.O. Drachuk, A.V. Kotsjuruba, V.F. Sagach

HYDROGEN SULFIDE DONOR, NAHS,  
RECOVERS CONSTITUTIVE NO SYNTHESIS 
AND ENDOTHELIUM-DEPENDENT  
RELAXATION OF ISOLATED AORTA IN OLD 
RATS

The objective of this study was to show the effect of H2S do-
nor, NaHS on the endothelium-dependent vasorelaxation, free 

Рис. 4. Відносні значення індексу спряження конститу-
тивних NO-синтаз та пов’язаних з ним показників в аорті 
старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS: I – вміст 
H2S, II – активність cNOS, III – швидкість генерації *О2

- , 
IV – індекс спряження. *Р<0,05 відносно дорослих щурів 
(контроль, 100%); **P<0,05 відносно старих щурів
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radical state and cNOS uncoupling in old rats. In the aorta of 
old rats a combined oxidative and nitrosative stress develops 
that leads to сNOS uncoupling and decreased constitutive 
synthesis of the NO. That biochemical changes correlate with 
lowering of the endothelium-dependent relaxation of aortic 
smooth muscles (7,5 ± 1,4,%, compared with 64,9 ± 3,5,% in 
adults) . It was found that, due to the combined inhibition of 
oxidative and nitrosative stress, NaHS restores constitutive de 
novo synthesis of NO by restoring сNOS coupling. Addition-
ally, NaHS improves endothelium-dependent vasorelaxation 
by increasing (by 6,5 times) Ach-induced relaxation of aortic 
smooth muscles.
Key words: aging; endothelial dysfunction; oxidative stress; ni-
trosative stress; cNOS uncoupling; hydrogen sulfide; nitric oxide.

К.О. Драчук, А.В. Коцюруба, В.Ф. Сагач

ДОНОР СЕРОВОДОРОДА NAHS ВОС-
СТАНАВЛИВАЕТ КОНСТИТУТИВНЫЙ 
СИНТЕЗ NO И ЭНДОТЕЛИЙЗАВИСИМОЕ 
РАССЛАБЛЕНИЕ В АОРТЕ СТАРЫХ КРЫС

Изучали влияния донора эндогенного сероводорода, NaHS 
на показатели окислительного (как оксидативного, так 
и нитрозативного) стресса, состояние сопряжения кон-
ститутивных NO-синтаз (cNOS) и эндотелийзависимое 
расслабление гладких мышц (ГМ) аорты у старых крыс. 
Установили развитие оксидативного и нитрозативного 
стресса у животных, которые не получали NaHS, следстви-
ем чего было несопряжение (uncoupling) состояния cNOS 
и снижение конститутивного синтеза NO. В результате 
данных биохимических сдвигов нарушалось ацетилхо-
лининдуцированное расслабления ГМ аорты, амплитуда 
которого 7,5 ± 1,4 % по сравнению с 64,9 ± 3,5 % в контр-
ольной группе взрослых животных. Показано, что NaHS 
существенно угнетал оксидативный и нитрозативный 
стресс, восстанавливал сопряжение cNOS и увеличивал 
конститутивный синтез NO. Это способствовало улучше-
нию ацетилхолининдуцированного расслабления ГМ аор-
ты, амплитуда которого у старых животных, получавших 
NaHS, увеличивалась до 48,8±1,9 %.
Ключевые слова: старение; эндотелиальная дисфункция; 
оксидативный стресс; нитрозативный стресс; несопряже-
ние cNOS; сероводород; оксид азота.
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Вплив неонатальних судомних нападів  
на синаптичну пластичність соматосенсорної кори 
мозку щурів
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З використанням експериментальної моделі неонатальних повторюваних судом досліджено вплив 
епілептичних нападів на різні форми синаптичної пластичності нейронів соматосенсорної кори. 
Встановлено, що судомні напади, індуковані флюротилом у ранній період життя, не впливають 
на депресію постсинаптичних потенціалів нейронів II шару соматосенсорної кори головного мозку, 
викликану високочастотною стимуляцією IV шару відповідної колонки та посттетанічну потен-
ціацію амплітуди постсинаптичних потенціалів, але призводять до хронічного підвищення довго-
тривалої потенціації збуджувальної синаптичної передачі цих нейронів. Описані зміни синаптичної 
пластичності можуть впливати на обробку сенсорної інформації у пацієнтів, у яких спостерігалися 
рекурентні судоми в період раннього розвитку.
Ключові слова: епілепсія; соматосенсорна кора; синаптична пластичність; флюротил

ВСТУП

Судомні напади у новонароджених дітей –  
часті клінічні прояви уражень нервової систе-
ми і пов’язані зі значним ризиком хронічних 
наслідків, у тому числі з епілепсією, когнітив-
ними та поведінковими порушеннями [1, 2]. 
Багато клінічних, а також фундаментальних 
досліджень вказують, що епілептичні напади 
незалежно від етіології негативно впливають 
на розвиток нервової системи [3, 4].

У попередніх дослідах, з використанням 
флюротилової моделі повторюваних епілеп-
тичних судом в неонатальний період, показа-
но, що рекурентні конвульсії у перші тижні 
життя помітно підвищують вірогідність 
виникнення епілептичних нападів протягом 
наступних періодів постнатального розвитку, 
а також призводять до порушення балансу 
збуджувальної та гальмівної синаптичної 
передачі в нейронах II шару соматосенсорної 
кори [5–7]. 

Метою нашої роботи було дослідження 
впливу рекурентних епілептичних нападів 

на різні форми синаптичної пластичності в 
цих нейронах.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на щурах лінії 
Sprague-Dawley. Усі маніпуляції з експе-
риментальними тваринами виконувалися з 
дотриманням правил роботи з дослідними 
тваринами в установах Національної академії 
наук України, а також відповідно до вимог 
міжнародної Європейської конвенції із захи-
сту хребетних тварин, яких використовують 
із експериментальною та науковою метою. 
Протокол індукції судомних нападів включав 
розміщення дослідних тварин у пластиковій 
камері та повільне (30 – 40 мкл/хв) дода-
вання флюротилу на фільтрувальний папір, 
розміщений у верхній її частині. Інгаляція 
флюротилу викликала повторні короткотри-
валі конвульсії, що проявлялося у поведін-
ці та у характерній судомній активності в 
складі електроенцефалограми. Щури були 
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піддані дії флюротилу (дослідна група) з 1-ї 
по 15-ту добу після народження (п’ять-шість 
нападів на добу) [7]. Контрольним тваринам 
проводили всі процедури, що і дослідним, за 
винятком використання флюротилу.

Електрофізіологічні дослідження про-
водили на свіжоізольованих зрізах мозку 46 
– 60-добових щурів. Після виділення мозок 
швидко занурювали в холодний базовий 
розчин такого складу (ммоль/л): NaCl – 126; 
KCl – 3,5; CaCl2 – 2,0; MgCl2 – 1,3; NaHCO3 
– 25; NaH2PO4 – 1,2; глюкоза – 11 (рН 7,3). 
Зрізи товщиною 400 мкм отримували за до-
помогою вібратома («Campden Instruments 
LTD», Велика Британія) та залишали на 
одну годину (20 – 22 °C) у базовому розчині, 
що постійно насичували газовою сумішшю  
(95 % O2 і 5 % CO2).

Зрізи були перенесені до термостатичної 
камери, де їх постійно перфузували оксиге-
нованим базовим розчином зі швидкістю 2 
мл/хв. Досліди проводили при 30 – 32°С. По-
заклітинні потенціали вимірювали з II шару 
соматосенсорної кори щурів за допомогою 
скляних мікроелектродів (1 – 3 МОм), запов-
нених базовим розчином, та з використанням 
двоканального диференціального підсилюва-
ча змінного струму («A-M Systems», США). 
Записи оцифровували із використанням ана-
логово-цифрового перетворювача («National 
Instruments», США) та накопичували на 
комп’ютері за допомогою програми WinWCP.

Для реєстрації синаптичної пластично-
сті подразнювали IV шар соматосенсорної 
кори. Викликані постсинаптичні потенціа-
ли (ВПСП) фіксували у II шарі відповідної 
колонки. Базову лінію вимірювали за таким 
протоколом: наносили прямокутні (0,1 с) 
стимули амплітудою 30 – 80 мкA, здатні ви-
кликати половину максимальної амплітуди 
ВПСП. Подразнення наносили кожні 30 с. 
Запис стабільної базової активності тривав 
10 – 30 хв. Короткотривалу депресію вимірю-
вали під час прикладання серії з 10 стимулів 
з частотою 100 с-1. Довготривалу потенціацію 
(ДП) викликали згідно з протоколом тетаніч-

ної стимуляції [8]. Наявність ДП визначали як 
статистично достовірне збільшення ампліту-
ди ВПСП, що спостерігалося більше ніж 30 
хв після тетанічної стимуляції порівняно з 
амплітудою ВПСП під час реєстрації базової 
лінії (Р < 0,05). Аналіз результатів досліджень 
проводили з використанням критерію t Стью-
дента та ANOVA-тесту.

РЕЗУЛЬТАТИ

Стимуляція IV шару соматосенсорної кори 
викликала постсинаптичні потенціали в II 
шарі відповідної колонки на зрізах мозку. 
Максимальна амплітуда ВПСП не відрізня-
лася між групами: 208,4 ± 5,7 мкВ, n = 12 у 
контрольній та 205,5 ± 9,9 мкВ, n = 7 у до-
слідній групі, Р = 0,8 (рис. 1). При додаванні 
блокатора гальмівної синаптичної передачі 
SR 95531 (50 мкмоль/л) у позаклітинний роз-
чин амплітуда ВПСП несуттєво збільшилась 
як у контрольній (217,2 ± 5,8 мкВ, n = 16), так 
і в дослідній (214,4 ± 7,4 мкВ, n = 14) групі 
(див. рис. 1).

Досліджуючи вплив повторюваних епі
лептичних нападів, викликаних флюротилом, 
на синаптичну пластичність використовува-
ли протокол високочастотної стимуляції IV 
шару соматосенсорної кори на зрізах мозку 

Вплив неонатальних судомних нападів на синаптичну пластичність соматосенсорної кори мозку щурів

Рис. 1. Амплітуди викликаних постсинаптичних потен-
ціалів (ВПСП) до (1,2) і після (3,4) додавання блокатора 
гальмівної синаптичної передачі SR 95531 в контрольній 
(1,3) та дослідній (2,4) групі
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тварин обох груп [8]. Після подразнення 
ВПСП відводили від II шару соматосенсор-
ної кори протягом 1 год із частотою 0,05 с-1. 
Довготривалу потенціацію ВПСП (понад 30 
хв) спостерігали в  чотирьох із дванадцяти  
(33,3 %) зрізах контрольної групи та в двох із 
десяти зрізів (20 %) дослідної групи.  В решті 
зрізів високочастотна стимуляція викликала 
короткотривалу потенціацію ВПСП (менше 
2 – 3 хв). Підвищення амплітуди ВПСП після 
стимуляції в зрізах обох груп статистично 
не відрізнялося і становило 120,2 ± 13,0 % 
(n = 8) у контролі та 130,1 ± 9,8 % (n = 8) 
у дослідній групі  від середнього значення 
базової активності.

Відомо, що пригнічення гальмівної синап-
тичної передачі може сприяти індукції довго-
тривалої потенціації синаптичних відповідей 
[9]. За наявності SR 95531 в позаклітинному 
розчині тривале підвищення  ВПСП спостері-
гали в шести з дев’яти (66,7 %) зрізах контр-
ольної групи та в шести з семи зрізах (85,7 %) 
дослідної групи. Додавання специфічного 
блокатора N-метил-D-аспартат (НМДА)-ре-
цепторів аміно-5-фосфоновалеріанова кисло-
ти в концентрації 50 мкмоль/л пригнічувало 
потенціацію синаптичних відповідей в обох 
групах, що свідчить про залучення НМДА-
рецепторів до індукції ДП в досліджуваних 
синапсах. Середня максимальна потенціація 
ВПСП суттєво не відрізнялася між групами: 
контроль (n = 6), 157,8 ± 6,5 % та дослід (n = 6), 
152,0 ± 11,9 %, Р = 0.7 (Рис. 2). Через 50 
хв після стимуляції  потенціація амплітуди 
ВПСП спостерігалася лише в дослідній  групі 
(126,1 ± 7,5 %). В контрольній групі через 
50 хв після стимуляції амплітуда ВПСП по-
вністю відновилася до базового рівня (98,8 
± 7,8%).  Довготривала її потенціація була 
значно збільшена в дослідній групі порівняно 
з контролем (Р < 0,001, див. рис. 2).

Упродовж високочастотної стимуляції 
амплітуда ВПСП значно знижувалась (Рис. 
3). Ця форма короткотривалої синаптичної 
пластичності спостерігається в різних ділян-
ках мозку [10–14] і, як вважають, забезпечує 

специфічний синаптичний контроль корти-
кальних мереж [15]. У нашому дослідженні 
амплітуда ВПСП знизилася до 15,8 ± 0,1% 
(n = 7) в контролі та 25,2 ± 0,1% (n = 5) у 

О.В. Ісаєва, О.О. Лунько, А.К. Романов, Д.С. Ісаєв

Рис. 2. Вплив флюротиліндукованих судом на довготри-
валу потенціацію синаптичних відповідей нейронів II 
шару соматосенсорної кори головного мозку, викликану 
високочастотною стимуляцією нейронів IV шару відпо-
відної колонки. Представлено нормалізовані за середнім 
значенням базової активності амплітуди викликаних 
постсинаптичних потенціалів (ВПСП) до і після додаван-
ня тетанічної стимуляції: 1 – середні амплітуди ВПСП у 
контролі; 2 – у досліді
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Рис. 3. Вплив судом, індукованих флюротилом, на ко-
роткотривалу депресію викликаних постсинаптичних 
потенціалів. Залежність викликаних постсинаптичних 
потенціалів (ВПСП) нормалізованих за значенням амплі
туди ВПСП викликаних у відповідь на перший стимул від 
порядкового числа стимулу: 1,3 – середні амплітуди ВПСП 
в контролі 2,4 –у досліді до (1,2) і після (3,4) додавання 
блокатора гальмівної синаптичної передачі SR 95531
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дослідній групі (Р = 0,4). За умов наявності 
SR 95531 в позаклітинному розчині зниження 
постсинаптичної відповіді під час високоча-
стотної стимуляції відбувалося повільніше 
в обох досліджуваних групах порівняно з 
експериментами без додавання блокатора 
гальмівної синаптичної передачі (див. рис. 
3), але впродовж 100 мс стимуляції амплітуда 
ВПСП знизилася до значень, які спостерігали 
без додавання SR 95531 (26,8 ± 0,1% (n = 10) 
в контрольній та 25,2 ± 0,1 % (n = 7) в дослід-
ній групі, Р = 0,9). Не виявлено достовірної 
різниці між значенням амплітуд ВПСП в обох 
групах за наявності або без SR 95531 в по-
заклітинному розчині (Р < 0,05, див. рис. 3).

ОБГОВОРЕННЯ

У попередній роботі показано, що епілеп-
тичні напади, спровоковані дією флюротилу 
в неонатальний період життя, викликають 
хронічні зміни балансу збуджувальної та 
гальмівної синаптичної передачі в нейронах 
II шару соматосенсорної кори та підвищення 
збудливості нервових мереж [5–7]. У нашому 
дослідженні амплітуда ВПСП у II шарі сома-
тосенсорної кори, викликана подразненням 
IV шару, не відрізнялася між досліджуваними 
групами,  що вказує на те, що неонатальні 
напади не впливають на синаптичну передачу 
в цьому вертикальному шляху неокортекса.

Епілептичні напади, індуковані флюро-
тилом в неонатальний період, не впливали 
на депресію постсинаптичних відповідей, 
викликану високочастотною стимуляцією 
та середню максимальну посттетанічну по-
тенціацію амплітуди ВПСП. Експерименти з 
блокатором НМДА-рецепторів показали, що 
останні залучені у фазу індукції  довготри-
валої потенціації  в досліджуваних синапсах. 
Відсутність впливу неонатальних нападів 
на максимальну посттетанічну потенціацію 
ВПСП узгоджується з нашим попереднім дос
лідженням [6], де було показано, що ампліту-
да мініатюрних НМДА-залежних збудливих 
постсинаптичних струмів (як індикатор 

постсинаптичної зміни) не змінювалась у II 
шарі соматосенсорної кори в дослідній групі 
порівняно з контролем.

У нашому дослідженні довготривала 
потенціація синаптичних відповідей була 
значно підвищена в дослідній групі. Під 
час високочастотної стимуляції активація 
НМДА-рецепторів збільшує внутрішньо-
клітинну концентрацію іонів кальцію. Вна-
слідок цього активуються різноманітні вну-
трішньоклітинні кальційзалежні месенджери, 
що мають вирішальне значення у підтриманні 
ДП [16, 17]. Вплив протеїнкіназ, аденілат-
циклаз, дофамінових рецепторів, а також 
пресинаптичних факторів у підтриманні ДП 
було встановлено на різних ділянках мозку 
[16]. Попередні роботи показали, що судомні 
напади впливають на довготривалу синап-
тичну пластичність, і ДП може бути змінена 
у тварин з генетичною схильністю до судом. 
Дослідження з використанням кіндлінгової 
моделі довели, що епілептичні напади зни-
жують вірогідність виникнення ДП у відпо-
відь на високочастотну стимуляцію, а також 
змінювати характеристики посттетанічної 
потенціації ВПСП [18]. Проте хронічне зни-
ження порогу збудження нервової системи не 
завжди пов’язане з погіршенням спроможно-
сті синапсів до потенціації, яка швидше зале-
жить від клітинних механізмів, що лежать в 
основі збільшення активності нейронів. Так, 
було встановлено, що у тварин з генетичною 
схильністю до судом підвищувалася ДП [19]. 
Відомо, що неонатальні напади, викликані 
інгаляцією флюротилу, значно знижують ДП 
у гіпокампі [20]. У нашому дослідженні вона 
була значно підвищена в соматосенсорній 
корі щурів дослідної групи, що вказує на 
вибірковий характер впливу неонатальних 
судом на різні ділянки мозку. Той факт, що 
повторювані судоми, індуковані у новона-
роджених щурів, по-різному впливають на 
НМДА-опосередковану збуджувальну си-
наптичну передачу в соматосенсорній корі і 
гіпокампі щурів, підтримує це припущення 
[6, 21].

Вплив неонатальних судомних нападів на синаптичну пластичність соматосенсорної кори мозку щурів
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Отже, неонатальні судомні напади приз-
водять до хронічного підвищення довготри-
валої потенціації  синаптичних відповідей у 
нейронах соматосенсорної кори головного 
мозку. Зміни синаптичної пластичності мо-
жуть впливати на обробку сенсорної інфор-
мації у пацієнтів, у яких спостерігалися ре-
курентні судоми в період раннього розвитку, 
а також порушувати сенсорні процеси.

Е.В. Исаева, А.А. Лунько, А.К. Романов,   
Д.С. Исаев 

ВЛИЯНИЕ НЕОНАТАЛЬНЫХ СУДОРОЖНЫХ 
ПРИСТУПОВ НА СИНАПТИЧЕСКУЮ  
ПЛАСТИЧНОСТЬ СОМАТОСЕНСОРНОЙ 
КОРЫ МОЗГА КРЫС

С использованием экспериментальной модели нео-
натальных повторяющихся епилептических судорг 
исследовано их влияние на различные формы синап-
тической пластичности нейронов соматосенсорной 
коры. Установлено, что судорожные приступы, инду-
цированные флюротилом в ранний период жизни, не 
влияют на депрессию постсинаптических потенциалов 
нейронов II слоя соматосенсорной коры головного моз-
га, вызванную высокочастотной стимуляцией IV слоя 
соответствующей колонки и посттетаническую потен-
циацию амплитуды постсинаптических потенциалов, но 
приводят к хроническому повышению долговременной 
потенциации возбуждающей синаптической передачи 
этих нейронов. Описанные изменения синаптической 
пластичности могут влиять на обработку сенсорной 
информации у пациентов, у которых наблюдались ре-
куррентные судороги в период раннего развития.
Ключевые слова: эпилепсия; соматосенсорная кора; си-
наптическая пластичность; флюротил.

E.V. Isaevа, O.O. Lunko, А.К. Romanov,  
D.S. Isaev 

EFFECT OF NEONATAL SEIZURES ON 
THE SYNAPTIC PLASTICITY OF RAT 
SOMATOSENSORY CORTEX 

Using an experimental model of neonatal recurrent seizures 
we investigated the influence of epileptic seizures in the 
various forms of synaptic plasticity in neurons of the somato-
sensory cortex. We found that early seizures do not affect the 
post-tetanic potentiation of the amplitude of the postsynaptic 
potentials and the depression of postsynaptic potentials during 
high-frequency stimulation. However they result in the chronic 
increase of the long-term potentiation of synaptic transmission. 
These changes of synaptic plasticity may affect the processing 

of the sensory information in patients with a history of recur-
rent seizures during early development.
Key words: epilepsy; somatosensory cortex; synaptic 
plasticity; flurothyl

O.O.Bogomoletz Institute of Physiology of the National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv.
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Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів  
за умов підтримання мітохондріального потенціалу 
А.Ю. Будько, Н.А. Струтинська, І.Ю. Охай, О.М. Семенихіна, В.Ф. Сагач
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця, НАН України, Київ; e-mail: a.budko@biph.kiev.ua

Досліджували накопичення різних концентрацій Са2+ в ізольованих мітохондріях серця щурів за 
умов підтримання в них потенціалу. Навантаження органел флуоресцентним барвником Fluo-4 AM 
(2,5 мкмоль/л) проводили при 26°С протягом 30 хв. За цих умов підтримувався достатньо високий 
рівень мітохондріального потенціалу, що необхідно для функціонування кальційтранспортувальної 
системи органел. Встановлено, що мітохондрії мають обмежену здатність накопичувати іонізо-
ваний кальцій, оскільки внесення у суспензію Са2+ у концентраціях 10, 20, 50 мкмоль/л забезпечувало 
певний рівень його акумуляції в органелах з подальшим припиненням зростання флуоресцентного 
сигналу. Навантаження мітохондрій кальцієм у концентрації 100 мкмоль/л призводило до суттє-
вого зростання інтенсивності флуоресценції (на 46% на 5-й хвилині порівняно з флуоресценцією 
при внесенні 20 мкмоль/л) і, ймовірно, до активації процесів вивільнення катіона. Використання 
неспецифічного інгібітора Са2+-уніпортера рутенію червоного (10-5 моль/л) на тлі дії 100 мкмоль/л 
Са2+ попереджало його накопичення в органелах на 89%. Показано, що для акумуляції Са2+ мітохон-
дріям серця необхідний комплекс Mg2+-АТФ (3 ммоль/л), ймовірно для підтримання потенціалу на 
внутрішній мембрані, збереження активності уніпортера і енергозалежних процесів в органелах. 
Отже, процес акумуляції Са2+ в мітохондріях серця щурів відбувається головним чином за умов 
функціонування мітохондріального уніпортера та підтримання потенціалу в органелах, залежить 
від концентрації цитозольного Са2+ і наявності комплексу Mg2+-АТФ.
Ключові слова: ізольовані мітохондрії; серце; Са2+; протокова цитофлуориметрія; флуоресцентний 
зонд Fluo-4 AM.

ВСТУП

Мітохондрії – субклітинні органели, які 
відіграють істотну роль у регуляції життя 
та смерті клітини. З одного боку, вони забе-
зпечують енергетичний метаболізм клітин, 
оскільки є основними постачальниками 
аденозинтрифосфату (АТФ) [1, 2]. Зокрема, у 
кардіоміоцитах мітохондрії займають 35% об’єму 
клітини і продукують 90 % енергії у вигляді АТФ, 
яка потрібна для роботи серцевого м’яза [2, 3]. 
Під час окисного фосфорилювання органела 
генерує мітохондріальний потенціал за допо-
могою транспортування протонів з матриксу 
у міжмембранний простір, що є рушійною 
силою для АТФ-синтази [1]. З іншого боку, 
дуже важлива участь мітохондрій у процесі за-
програмованої клітинної смерті, тому що вони 

відповідають за вихід цитохрому с і протеїнів, 
які індукують апоптоз, а також протеїнів, котрі 
нейтралізують ендогенні інгібітори апоптозу 
(SMAC/DIABLO) та містять фактор індукції 
апоптозу [4]. 

Відомо, що мітохондрії разом з ендоплазма-
тичним ретикулумом є внутрішньоклітинними 
депо кальцію, які потрібні для миттєвої регуля-
ції цитоплазматичного його вмісту у м’язових 
клітинах [5]. Більше того, Са2+ в мітохондріях 
стимулює окисне фосфорилювання. Цей 
процес відбувається на декількох рівнях, що 
включає алостеричну активацію піруват-, 
ізоцитрат- та ά-кетоглутаратдегідрогеназ, 
а також стимуляцію АТФ-синтази, ά-гліце
ролфосфатдегідрогенази і аденіннуклеотид-
транслокази (АНТ) [6]. Загалом, зростання 
вмісту внутрішньомітохондріального каль-



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 618

цію активує роботу електронно-транспорт-
ного ланцюга і, як наслідок, утворення АТФ 
[3]. Наприклад, ß-адренергічна стимуляція 
кардіоміоцитів потребує посилення скоро-
чення серцевого м’яза. Підвищення вмісту 
кальцію в мітохондріях забезпечує утворення 
потрібної кількості АТФ для збільшення сили 
скорочення органа [7]. 

Перевантаження мітохондрій кальцієм 
призводить до формування неспецифічної 
мітохондріальної пори перемінної проникно-
сті (МП) [8]. Вона описана близько 35 років 
тому Хавортом і Хантером як сукупність про-
теїнів внутрішньої та зовнішньої мембран, 
що формують великий канал, проникний для 
молекул масою до 1500 Да. МП активується 
кальцієм у високих концентраціях та іншими 
стимулами, включаючи оксиданти та неста-
чу аденілових нуклеотидів. Її інгібування 
відбувається за низького рівня рН, такими 
антиоксидантами, як відновлений глутатіон, 
мелатонін, коензим Q, а також імунодепре-
сантом циклоспорином А, який зв’язується зі 
структурним компонентом МП циклофіліном 
Д [7, 9, 10]. Відкривання МП призводить 
до вивільнення цитохрому с з органел, що 
є основним пусковим механізмом розвитку 
апоптозу. Якщо ж у клітині недостатньо АТФ 
– розвивається некроз [8]. Тобто дисфункція 
мітохондрій внаслідок утворення МП – один 
з найважливіших чинників патологічних 
станів серця, а її фармакологічне інгібуван-
ня відіграє кардіопротекторну роль. Отже, 
ефекти іонів Са в мітохондріях залежать від 
їх концентрації. Так, у низьких концентраціях 
вони активують дихальний ланцюг, збільшу-
ючи синтез АТФ, а у високих – призводять 
до утворення МП і, як наслідок до загибелі 
кардіоміоцитів. Нині кальційакумулювальна 
здатність ізольованих мітохондрій клітин сер-
ця недостатньо вивчена. Для нас надзвичайно 
важливо було дослідити накопичення кальцію 
мітохондріями за фізіологічних умов, коли 
підтримується мітохондріальний потенціал 
а також за дії високих позамітохондріальних 
концентрацій іона. 

Наразі для дослідження вмісту кальцію у 
мітохондріях та його внутрішньоклітинного 
обміну застосовують різні методи, зокрема 
Са2+-селективні електроди, ізотопну техніку 
(45Са2+), двопроменеву спектрофлуориметрію 
з використанням кальційчутливих металох-
ромних барвників (арсеназо), конфокальну 
мікроскопію, де як зонди є біолюмінесцент-
ні акварини, флуоресцентні протеїни та 
низькомолекулярні кальційфлуоресцентні 
індикатори [11]. У сучасній літературі [11 
– 14] доводиться можливість використання 
протокової цитофлуориметрії для дослід-
ження метаболізму кальцію в ізольованих 
мітохондріях. 

Мета нашої роботи – дослідження акуму-
ляції Са2+ в ізольованих мітохондріях серця 
щурів за умов підтримання мітохондріально-
го потенціалу та дії фізіологічних і високих 
концентрацій позамітохондріального Са2+ з 
використанням методу протокової цитофлуо
риметрії.

МЕТОДИКА

Досліди проведено на дорослих (6 міс, 220 – 
250 г) щурах лінії Вістар, яких утримували 
на стандартному раціоні віварію Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця НАН Украї-
ни. При дослідженні враховано міжнародні 
принципи Європейської конвенції про захист 
тварин, які використовуються для експери-
ментальних цілей (Страсбург, 1986).

Мітохондрії серця виділяли методом 
диференційного центрифугування в нашій 
модифікації [15]. Для проведення досліджень 
було використано три середовища: виділення, 
зберігання (ресуспендування) та інкубації. 
Серця ретельно промивали охолодженим 
0,9%-м розчином КСl (2 – 4°С), подрібню-
вали та гомогенізували у 9-кратному об’ємі 
середовища виділення (ммоль/л): сахароза 
– 250, тріс-HСl – 25, EГTA – 1; рН 7,2 – 7,4. 
Гомогенат центрифугували при 700g 8 хв 
(4°С). Супернатант повторно центрифугу-
вали при 11000g 16 хв (4°С). Отриманий 

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу
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осад (мітохондріальна фракція) ресуспенду-
вали в середовищі зберігання, яке містило 
(ммоль/л): сахароза – 250, тріс-HСl – 25;  
рН 7,2 – 7,4, і одразу використовували в 
дослідах. Одержану суспензію мітохондрій 
зберігали на льоду. Концентрацію в ній білка 
визначали за методом Лоурі [16]. Вміст білка 
в пробі становив 50 мкг/мл.

Для дослідження акумуляції кальцію 
ізольованими мітохондріями, органели на-
вантажували флуоресцентним зондом Fluo-4 
AM у концентрації 2,5 мкмоль/л протягом 30 
хв при 37, 26 і 22°С. Цей барвник використо-
вується у вигляді ацетоксиметильного естеру, 
незарядженої сполуки, що вільно проникає у 
клітини, а у нашому випадку – мітохондрії, де 
потім неспецифічні естерази розщеплюють 
складноефірні зв’язки, перетворюючи його 
в заряджену кислотну форму зонда, який не 
може вийти з місця локалізації. Збудження 
Fluo-4 AM відбувається за довжини хвилі 488 
нм, що дає змогу використовувати його на 
приладах, обладнаних аргоновим лазером, а 
інтенсивність флуоресценції зростає у відпо-
відь на зв’язування з Са2+. Для покращення 
процесу навантаження барвник змішували 
з Pluronic F-127 (0,02%-й), як описано у 
протоколі навантаження для Fluo-3 AM [11]. 
Виміри здійснювали у середовищі інкубації 
з наступним складом (ммоль/л): KCl – 120; 
KH2PO4 – 3; тріс-HCl – 25; сукцинат Na – 
5, 0,1%-й бичачий сироватковий альбумін 
(БСА). Вимірювання флуоресценції проводи-
ли до внесення розчину СаСl2 у середовище 
інкубації (вихідні значення) і після – на 1, 
3, 5, 7, 9, 11 та 23-й хвилині. Отримані ре-
зультати представлено в умовних одиницях 
інтенсивності флуоресценції.

Накопичення кальцію мітохондріями 
реєстрували на протоковому цитофлуори-
метрі COULTER EPICS XLTM («Beckman 
Coulter», США) з аргоновим лазером, який 
дає змогу якісно та кількісно досліджува-
ти біологічні і фізичні властивості клітин і 
субклітинних структур. Створений робочий 
протокол містив логічне обмеження для 

реєстрації зразків за прямим та бічним сві-
тлорозсіюванням. Аналіз проб припиняли за 
умови реєстрації 10 000 подій в обмеженій 
ділянці.

Для дослідження мітохондріального 
потенціалу методом, запропонованим Бран-
дом, органели інкубували в середовищі, що 
містило (ммоль/л): КСl – 120, тріс-HСl – 25, 
KH2PO4 – 3, 5% знежиреного БСА; рН 7,2 
– 7,4 [17]. У герметичну термостатовану ка-
меру (37°С), обладнану ТРМP-селективним 
електродом (від англ. triphenylmethylphospho-
nium sensitive electrode) і електродом Кларка, 
вносили мітохондрії з розрахунку 0,5 мг/мл 
білка. Роботу першого комплексу дихаль-
ного ланцюга блокували ротеноном (5 . 10-6 
моль/л), а АТФ-синтази – олігоміцином (10-7 
моль/л). Для ініціації дихання вносили сук-
цинат натрію (5 ммоль/л). Поглинання кисню 
суспензією мітохондрій реєстрували за допо-
могою газоаналізатора BMS 3 Mk 2 (Данія), 
а зміни концентрації ТРМP – рН-метра РР-25 
«Sartorius» (Німеччина). Мембранний потен-
ціал мітохондрій розраховували за рівнянням 
Нернста, приймаючи значення внутрішнього 
об’єму мітохондрій за 0,65 мкл/мг білка [18].

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням программ 
MS Exсel, OriginPro 7.5., FCS Express. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Створений попередньо робочий протокол 
[11, 12] дав змогу здійснювати дослідження в 
ділянці, де 95 % подій, які реєстрував прилад 
були мітохондріального походження (рис. 
1, а). Для цього було введено два «логічних 
обмеження» для відокремлення лише сигналу 
з мітохондрій, оскільки суспензія органел 
могла містити немітохондріальні домішки. 
Введення першого «логічного обмеження» 
– за показником прямого світлорозсіюван-
ня (вісь абсцис – FS Log) проти бічного 
світлорозсіювання (вісь ординат – SS Log) 
дало можливість не реєструвати ушкоджен-
ні клітинні структури під час дослідження. 
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Друге «логічне обмеження» було застосовано 
за параметром флуоресцентного сигналу від 
акридин-оранж-10-ноніл бромід-позитивних 
частинок (NAO-позитивних). Використання 
NAO у концентрації 100 нмоль/л дає змо-
гу виявити саме мітохондріальний сигнал, 
оскільки барвник зв’язується з кардіоліпіном 
– специфічним фосфоліпідом внутрішньої 
мембрани мітохондрій. Наявність флуорес-
центного сигналу (див. рис. 1, б, крива 1) 
свідчить про зв’язування барвника з вільним 
Са2+ у матриксі мітохондрій, а його зміщення 
вправо (див. рис. 1. б, крива 2) – про акуму-
ляцію іонів ізольованими мітохондріями. У 
літературі описано, що навантаження клітин 
зондом у концентрації 2 – 10 мкмоль/л може 
здійснюватися протягом 30 – 45 хв при 4, 22, 
30 або 37°С. [13]. Оскільки об’єктом нашого 
дослідження є мітохондрії кардіоміоцитів 
ми намагалися підібрати оптимальні умови 
навантаження Fluo-4 AM. Використовували 
барвник у концентрації 2,5 мкмоль/л про-
тягом 30 хв за різних температур, зокрема 
37, 26 і 22°С. Високу інтенсивність сигналу 
флуоресцентного зонда в енергізованих міто-
хондріях реєстрували за наявності іонів Са2+ 
у разі навантаження мітохондрій маркером 
протягом 30 хв при 26°С (рис. 2, різниця між 

групами на кожній хвилині, починаючи з 3-ї, 
є вірогідною). 

При навантаженні мітохондрій зондом 
протягом 30 хв при 37°С інтенсивність флуо-
ресценції на 5-й хвилині була нижчою на 72% 
порівняно зі значеннями в цей час при 26°С 
(див. рис. 2). Зменшення температури наван-
таження до 22°С знижувало інтенсивность 
флуоресценції, ймовірно, внаслідок змен-
шення активності роботи внутрішньоміто-
хондріальних естераз, які перетворюють зонд 
в активну форму, і в результаті відсутності 
достатньої кількості барвника в органелах .

Оскільки основним шляхом надходження 
кальцію у мітохондрії є мітохондріальний 
кальцієвий уніпортер (МКУ), робота якого 
залежить від потенціалу на внутрішній мем-
брані органел, ми припустили, що зниження 
акумуляції Са2+ мітохондріями, які наван-
тажувалися барвником при 37°С може бути 
пов’язане з деполяризацією їхньої мембрани 
під час такого режиму. Адже відомо, що 
деполяризація мітохондріальної мембрани 
роз’єднувачами FCCP, CCCP окремо або в 
комбінації з інгібітором F1F0 ATФ-синтази 
олігоміцином призводить до інгібування вхо-
ду Са2+ через уніпортер внаслідок елімінації 
електричної рушійної сили (потенціалу) [8]. 

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу

Рис. 1. Характеристика препарату мітохондрій на протоковому цитофлуориметрі: a – виділена ділянка дослідження; б – 
типові криві накопичення Са2+ мітохондріями кардіоміоцитів (1 – контроль; 2 – дія Са2+ у концентрації 100 мкмоль/л); 
за віссю абсцис – інтенсивність флуоресценції, за віссю ординат – кількість подій, зареєстрованих приладом
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Тому ми дослідили мембранний потенціал 
ізольованих мітохондрій серця щурів і, як 
видно з рис. 3, він знижується після 30-хви-
линної інкубації як при 26°С, так і 37°С. 
Проте зниження за вищої температури є 
більш значним і становить 65 мВ порівняно 
з рівнем потенціалу при інкубації за нижчої 
температури (різниця становить 27 мВ), що 
й зумовлює зниження накопичення кальцію 
органелами.

Тобто ми припускаємо, що зменшення 
інтенсивності флуоресценції в мітохондріях, 
які навантажувалися флуоресцентним зон-
дом протягом 30 хв при 37°С, пов’язане зі 
зниженням мітохондріального потенціалу і 
погіршенням Са2+-транспортувальної здатно-
сті уніпортера. Спираючись на дані літератури 
та на отримані результати, навантаження міто-
хондрій флуоресцентним зондом Fluo-4 AM у 
концентрації 2,5 мкмоль/л у наступних експе-
риментах проводили при 26°С протягом 30 хв.

Відомо, що мітохондріальний уніпортер 
регулюється низкою інгібіторів і активаторів. 
Найбільш відомими інгібіторами МКУ є 
сполуки рутенію, зокрема рутеній червоний 

(RuRed) та Ru360. У дослідженні було вико-
ристано рутеній червоний – гексавалентний 
полікатіонний барвник, неспецифічний 
інгібітор входу кальцію у мітохондрії у 
концентрації 10-5 моль/л. Ця сполука попе-
реджає вхід катіона через МКУ, ріанодинові 
рецептори та швидкий режим входу Са2+ (від 
англ. rapid uptake mode, RaM) [20]. На рис. 4. 
представлено криві накопичення Са2+ у кон-
центрації 100 мкмоль/л, без впливу інгібітора 
(крива 1) та під час інкубації мітохондрій 
протягом 3 хв з вищезазначеним інгібітором 
(крива 2). Чітко видно, що за попередньої дії 
інгібітора входу Са2+ , інтенсивність флуо-
ресценції знижується на 5-й хвилині на 89%, 
що свідчить про відсутність акумуляції іонів 
кальцію ізольованими органелами.

Ми також встановили, що накопичення 
Са2+ мітохондріями клітин серця відбувається 
за наявності комплексу Mg2+-АТФ у концен-
трації 3 ммоль/л (див. рис. 4). У 2007 р. на 
ізольованих мітохондріях клітин гладеньких 
м’язів матки було показано, що відсутність 
у середовищі інкубації мітохондрій MgCl2 
і АТФ під час внесення 100 мкмоль/л Са2+ 
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Рис. 2. Зміна інтенсивності флуоресценції кальційчутливого зонду Fluo-4 АМ у мітохондріях серця щурів за умов наяв-
ності у середовищі інкубації Са2+ (100 мкмоль/л) і комплексу Mg2+-АТФ (3 ммоль/л). Навантаження зондом відбувалося 
протягом 30 хв: 1 – при 37°С (n=5); 2 – при 26°С (n=15). *P<0,05 відносно вихідного значення
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спричиняє деполяризацію мітохондріальної 
мембрани, що призводить до нездатності 
мітохондріями акумулювати Са2+ [11, 12]. 
Слід відмітити, що інтенсивність флуо-
ресценції зонда Fluo-4 АМ вища, якщо в 
середовищі інкубації містяться вищезгадані 

субстрати (див. рис. 4, крива 1). У наших 
умовах дослідження за відсутності комплексу 
Mg2+-АТФ акумуляція Са2+ в мітохондріях 
не спостерігалася (див. рис. 4., крива 3), що 
свідчить про енергозалежність цього процесу. 
Отже, для акумуляції Са2+ в мітохондріях кар-

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу

Рис. 3. Вплив температури на потенціал мітохондрій, інкубованих протягом 20 хв на льоду (1 – контроль); 30 хв при 
26°С (2); 30 хв при 37°С (3). *P<0,05 відносно контролю (n=5)
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Рис. 4. Зміна інтенсивності флуоресценції зонду Fluo-4 АМ у мітохондріях серця щурів за наявності в середовищі інкубації 
100 мкмоль/л Са2+: 1 – преінкубація з Mg2+-АТФ (3ммоль/л), дія Са2+ (n=15); 2 – преінкубація 3 хв з рутенієм червоним 
(10-5 моль/л), дія Са2+ (n=5); 3 – дія Са2+ за відсутності Mg2+-АТФ у середовищі (n=5). *P<0,05 відносно вихідного значення
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діоміоцитів необхідні сполуки Mg2+ і ATФ.
З даних літератури відомо, що концен-

трація вільного кальцію в умовах спокою 
в мітохондріях і цитоплазмі кардіоміоцитів 
становить близько 100 нмоль/л [5, 21]. При 
цьому у саркоплазматичному ретикулумі вона 
набагато більша, 500 мкмоль/л, і майже сягає 
концентрації іона у міжклітинному просторі 
(близько 1 ммоль/л).

У середовищі без додавання кальцію від
бувалося незначне зниження флуоресцент-
ного сигналу з часом, що може свідчити про 
вивільнення внутрішньомітохондріального 
Са2+ через Са2+-Н+ обмінник (рис. 5). Очевид-
но, що мітохондрії мають обмежену здатність 
накопичувати іонізований кальцій, оскільки 
додаючи його у таких концентраціях як 10, 
20 і 50 мкмоль/л, спостерігали уповільнення 
процесу акумуляції іонів і вихід кривої на 
плато. Ми припускаємо, що при цьому функ-
ціонування кальційтранспортувальної систе-
ми мітохондрій відбувається за фізіологічних 
умов, а максимальна амплітуда накопичення 
іона, що визначає кальційакумулювальну 
здатність мітохондрій, може бути показником 
їх інтактності. Навантаження мітохондрій 
кальцієм у концентрації 100 мкмоль/л при-
зводило до суттєвого зростання інтенсив-
ності флуоресценції (на 46% на 5-й хвилині 

порівняно з флуоресценцією при внесенні 20 
мкмоль/л Са2+) і викликало нерівномірну дина-
міку його накопичення в органелах. Існує два 
піки акумуляції іонів Са2+ (див. рис. 5, а, крива 
2). Наступне зниження кальційакумулювальної 
здатності мітохондрій за умов наявності каль-
цію в інкубаційному середовищі у високих 
концентраціях, ймовірно, може свідчити про 
активацію процесів вивільнення іона (I пік) 
чи пошкодження мітохондріальних мембран 
(II пік), можливо, внаслідок відкривання не-
специфічної високопровідної МП. На рис. 5, 
б. представлено концентраційну залежність 
дії Са2+ на 5-й хвилині реєстрації інтенсив-
ності флуоресцентного сигналу. Найвищу 
інтенсивність флуоресценції спостерігали при 
додаванні Са2+ у концентрації 100 мкмоль/л, 
що вказує про посилення накопичення катіона 
мітохондріями.

Таким чином, в нашій роботі була іден-
тифікована кальційакумулювальна здатність 
ізольованих мітохондрій серця дорослих 
щурів і досліджені деякі її властивості за 
фізіологічних умов та у разі навантаження 
високими концентраціями іонів кальцію, 
які призводять до дисфункції мітохондрій. 
Продемонстровано можливість застосуван-
ня методу протокової цитофлуориметрії для 
вивчення кальцієвого гомеостазу ізольованих 

А.Ю. Будько, Н.А. Струтинська, І.Ю. Охай, О.М. Семенихіна, В.Ф. Сагач

Рис. 5. Акумуляція Са2+ у різних концентраціях мітохондріями серця щурів: а –дія Са2+ у концентрації 10, 20, 50 і 100 
мкмоль/л (криві 2, 3, 4 і 5), n=6, 6, 8, 15 відповідно; крива 1 – флуоресцентний сигнал у розчині без додавання Са2+; б – 
концентраційна залежність дії Са2+ на 5-й хвилині реєстрації інтенсивності флуоресцентного сигналу. *P<0,05 відносно 
вихідного значення, **P<0,05 відносно значення на тій самій хвилині при дії 20 мкмоль/л Са2+
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мітохондрій кардіоміоцитів і встановлено 
оптимальні умови процесу акумуляції, а саме 
залежність від температури інкубації, коли 
підтримується мітохондріальний потенціал 
і наявності субстрату комплексу Mg2+-АТФ 
а також сукцинату. З’ясовано, що накопи-
чення іонів кальцію чутливе до інгібітора 
МКУ – рутенію червоного, що свідчить про 
основну роль цієї транспортувальної систе-
ми в процесі акумуляції. Нами показано, що 
ізольовані мітохондрії серця мають обмежену 
здатність накопичувати кальцій.

Отже, висвітлені питання створюють під
ґрунтя для проведення наукових досліджень, які 
будуть актуальними насамперед для з’ясування 
молекулярних механізмів регуляції і підтриман-
ня кальцієвого гомеостазу в мітохондріях, що 
необхідно для запобігання дисфункції мітохон-
дрій серця за умов ішемії-реперфузії та різних 
патологічних станів організму. 

ВИСНОВКИ

1. Встановлено, що навантаження ізольо-
ваних органел флуоресцентним барвником 
Fluo-4 AM (2,5 мкмоль/л) оптимально здійс-
нювати при 26°С протягом 30 хв. За цих умов 
підтримуються достатньо високі значення 
мітохондріального потенціалу, що необхідно 
для функціонування кальцієвого уніпортера.

2. Інкубація ізольованих мітохондрій 
кардіоміоцитів з неспецифічним інгібітором 
мітохондріального кальцієвого уніпортера – 
рутенієм червоним (10-5 моль/л) на тлі дії 100 
мкмоль/л Са2+ призводила до зниження ін-
тенсивності флуоресцентного сигналу зонда 
на 89%, що вказує на запобігання акумуляції 
Са2+ мітохондріями кардіоміоцитів.

3. Встановлена енергозалежність кальційаку-
мулювальної системи мітохондрій серця щурів, 
оскільки накопичення іонів кальцію не спостері-
галося за відсутності комплексу Mg2+-АТФ.

4. Внесення кальцію у концентраціях 10, 
20 і 50 мкмоль/л дало можливість показати 
дозозалежність процесу акумуляції Са2+, а 
також обмежену здатність його накопичувати. 

Натомість навантаження мітохондрій каль-
цієм у концентрації 100 мкмоль/л призводило 
до суттєвого зростання інтенсивності флуо-
ресценції і, ймовірно, до активації процесів 
вивільнення катіона з органел. 

Автори статті висловлюють щиру подяку 
колегам з Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна 
Даниловичу Ю.В., Данилович Г.В., Чуніхіну О.Ю. 
та Костеріну С.О. за допомогу у виконанні 
роботи.

А.Ю. Будько, Н.А. Струтинская, И.Ю. Охай, 
Е.Н. Семенихина, В.Ф. Сагач 

АККУМУЛЯЦИЯ СА2+ В МИТОХОНДРИЯХ 
СЕРДЦА КРЫС В УСЛОВИЯХ ПОДДЕРЖА-
НИЯ МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ПОТЕН-
ЦИАЛА

Исследовали накопление разных концентраций Са2+ в изо-
лированных митохондриях сердца крыс в условиях поддер-
жания митохондриального потенциала. Нагрузку органелл 
проводили при 26°С в течение 30 мин флуоресцентным 
красителем Fluo-4 AM (2,5 мкмоль/л). В этих условиях под-
держивался достаточно высокий уровень митохондриаль-
ного потенциала, что необходимо для функционирования 
кальцийтранспортирующей системы органелл. Показано, 
что изолированные митохондрии имеют ограниченную спо-
собность накапливать ионизированный кальций, посколь-
ку внесение ионов в концентрациях 10, 20, 50 мкмоль/л 
обеспечивало определенный уровень его аккумуляции в 
органеллах с последующим прекращением увеличения 
флуоресцентного сигнала. Использование неспецифиче-
ского ингибитора митохондриального унипортера рутения 
красного (10-5 моль/л) на фоне действия 100 мкмоль/л 
Са2+ предупреждало накопление катиона в органеллах 
на 89%. Показано, что аккумуляция Са2+ митохондриями 
сердца происходит в присутствии комплекса Mg2+-АТФ 
(3 ммоль/л), вероятно для поддержания потенциала на 
внутренней мембране, сохранения активности унипортера 
и энергозависимых процессов в органеллах. Нагрузка мито-
хондрий кальцием в концентрации 100 мкмоль/л приводила 
к существенному росту интенсивности флуоресценции 
(на 46% на 5-й минуте по сравнению с флуоресценцией 
при внесении 20 мкмоль/л Са2+) и вероятно к активации 
процессов высвобождения катиона. Следовательно, процесс 
аккумуляции Са2+ в митохондриях сердца крыс происходит 
главным образом в условиях функционирования мито-
хондриального унипортера и поддержания потенциала в 
органеллах, зависит от концентрации цитозольного Са2+ и 
присутствия комплекса Mg2+-АТФ.
Ключевые слова: изолированные митохондрии; сердце; 
Са2+; проточная цитофлуориметрия; флуоресцентный 
зонд Fluo-4 AM.

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу
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A.Yu. Budko, N.A. Strutynska, I.Yu. Okhay,  
O.M. Semenykhina, V.F. Sagach 

CA2+ ACCUMULATION IN ISOLATED RAT 
HEART MITOCHONDRIA UNDER MAINTE-
NANCE OF MITOCHONDRIAL POTENTIAL

It is known that mitochondria can accumulate calcium, which 
regulates energy metabolism and cell death. About 90% of 
energy of cardiomyocytes is synthesized in mitochondria. 
Heart cells are also affected by the rapid changes in the Ca2+ 
concentration in the cytoplasm. Therefore, mitochondrial 
Ca2+-accumulation ability is crucial. The aim of our work 
was to study the accumulation of Ca2+ in isolated rat heart 
mitochondria in the presence of mitochondrial potential and 
different extramitochondrial Ca2+ concentrations. Isolated 
organelles were loaded with fluorescent dye Fluo-4 AM (2,5 
µmol/l) at a temperature of 26°C for 30 min. It has been 
revealed that under these conditions high mitochondrial po-
tential was maintained sufficiently, which is necessary for the 
functioning of the calcium transporting system in organelles. 
We established that mitochondria have a limited ability to store 
ionized calcium, as addition of Ca2+ ion in concentrations of 
10, 20, 50 µmol/l ensures a certain level of accumulation in 
organelles with further fluorescent signal growth cessation. Ad-
dition of 100 µmol/l Ca2+ to isolated mitochondria resulted in 
a significant increase in fluorescence intensity (46% in the fifth 
minute, compared to the fluorescence when 20 µmol/l Ca2+ was 
added) and likely to activation of cation release. It was shown 
that ruthenium red (10-5 mol/l), an inhibitor of Ca2+ -uniporter, 
prevented accumulation of calcium ions in organelles by 89%, 
in the presence of 100 µmol/l Ca2+ . It was clearly seen that heart 
mitochondria require Mg2+-ATP complex (3 mmol/l) to accu-
mulate Ca2 +, likely to maintain the inner membrane potential, 
activity of Ca2+ uniporter and energetic processes in organelles. 
Thus, the process of Ca2+ accumulation in rat heart mitochondria 
requires the maintenance of mitochondrial potential, activity of 
Ca2+-uniporter, depends on extramitochondrial Ca2 +concentra-
tion and presence of Mg2+-ATP complex.
Key words: isolated mitochondria; heart; Ca2 +; flow cytom-
etry; fluorescence probe Fluo-4 AM.

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Вплив Lys-плазміногену  
на секрецію тромбоцитів людини
А.О. Тихомиров, Д.Д. Жерносєков, Я.М. Рока-Мойя, С.І. Діордієва, Т.В. Гриненко
Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ; е-mail: artem_tykhomyrov@ukr.net

Оцінювали вплив Lys-плазміногену на секрецію α-гранул тромбоцитів. Як маркер екзоцитозу ви-
користовували Р-селектин, рівень експонування якого на плазматичній мембрані відмитих тром-
боцитів людини визначали із застосуванням протокової цитофлуориметрії. Встановлено, що 
Lys-плазміноген викликає неповне вивільнення вмісту α-гранул, однак пригнічує тромбініндуковану 
секрецію тромбоцитів. Його ефекти на секреторні процеси у тромбоцитах не пов’язані з утворен-
ням активної протеїнази плазміну, а, вірогідно, реалізуються завдяки взаємодіям некаталітичних 
(кринглових) доменів молекули з мембранними рецепторами. На відміну від Lys-форми, нативний 
проензим (Glu-плазміноген) не викликав змін секреторної активності тромбоцитів. Отже, вперше 
продемонстровано здатність Lys-плазміногену модулювати секрецію α-гранул тромбоцитів, що 
може розглядатися як один з можливих механізмів реалізації його антиагрегативної активності.
Ключові слова: тромбоцити; секреція тромбоцитів; α-гранули; Р-селектин; плазміноген; протокова 
цитофлуориметрія.

ВСТУП

Плазміноген/плазмінова система відіграє 
ключову роль у руйнуванні фібринових 
згустків та підтриманні гемостатичного 
балансу крові. Припускається, що протеїни, 
які входять до складу цієї системи, також 
лімітують надмірне тромбоутворення, ре-
гулюючи клітинну ланку гемостазу [1, 2]. 
Нативна форма молекули (Glu-плазміноген) 
є неактивним попередником ключової про-
теїнази фібринолітичної системи плазміну 
(EC 3.4.21.7). Крім того, обмежений проте-
оліз Glu-плазміногену призводить до появи 
низки фрагментованих молекул, які здатні 
виконувати самостійні фізіологічні функції. 
Так, у результаті гідролізу плазміном пептид-
ного зв’язку Lys77-Lys78 (рідше Lys78-Val79, 
Arg68-Мet69) та відщеплення фінгер-домену 
Glu-плазміноген перетворюється на частко-
во деградовану форму – Lys-плазміноген, 
що має більш відкриту конформацією. Він 
характеризується більш високою швидкістю 
активації та спорідненістю до фібрину і мем-

бранних рецепторів порівняно з нативним 
плазміногеном [3]. Наявність структурно-
конформаційних особливостей Lys-плазмі-
ногену може зумовлювати унікальні функції 
цього протеїну, які не притаманні вихідній 
молекулі. 

Питання щодо механізмів утворення 
Lys-плазміногену в організмі, а також його 
фізіологічної ролі, досліджені недостатньо. 
Доведено принципову можливість його ут-
ворення з нативного проензиму на поверхні 
деяких клітин крові, зокрема тромбоцитів 
[4, 5]. Як відомо, тромбоцитарна плазма-
тична мембрана містить сайти зв’язування 
для плазміногену і протеїназ-активаторів. 
Кількість плазміногенових «рецепторів», 
які експонуються на поверхні тромбоцитів, 
значно зростає в результаті їх активації [6, 7]. 
Потенційна роль Lys-плазміногену у регуля-
ції функціональної активності тромбоцитів 
досліджено недостатньо. Наші попередні 
експериментальні дані демонструють, що 
Lys-, на відміну від Glu-плазміногену, при-
гнічує агрегацію відмитих тромбоцитів лю-
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дини, індуковану тромбіном або колагеном 
[8]. Крім того, Lys-плазміноген інгібував 
адекватну реконструкцію актинового цито-
скелета тромбоцитів за умов дії активаторів 
[9]. Відомо, що цитоскелетні структури 
контролюють цілу низку процесів у тром-
боцитах, зокрема секрецію їх α-гранул [10]. 
Під час секреції тромбоцити вивільняють 
компоненти α-гранул, а саме: фактор V, фі-
бриноген, вітронектин, тромбоспондин тощо. 
Секреція є ключовим етапом, необхідним для 
подальшої активації тромбоцитів та індукції 
вторинної (незворотної) хвилі агрегації. Крім 
того, речовини, що містяться у складі цих 
гранул, зумовлюють участь тромбоцитів не 
лише у процесах згортання, але й у регуляції 
ними функціонування інших клітин крові та 
ендотеліоцитів [11]. Як відомо, у результаті 
агоністіндукованої активації тромбоцитів, що 
супроводжується екзоцитозом їх α-гранул, 
відбувається експонування глікопротеїну 
Р-селектину (CD62) на поверхні плазматич-
ної мембрани. Тому цей протеїн використо-
вується як чутливий і специфічний маркер 
активованого стану тромбоцитів, а його 
детекція методом протокової цитофлуориме-
трії застосовується для оцінки впливу різних 
речовин на їх функціональний стан in vitro 
та in vivo [12].

Метою нашого дослідження було оцінити 
вплив Lys-плазміногену на секрецію α-гранул 
тромбоцитів за змінами експонування Р-се-
лектину на їх поверхні.

МЕТОДИКА

Для отримання тромбоцитів плазму відбира-
ли з венозної крові восьми здорових донорів, 
які протягом двох тижнів не вживали жодних 
антитромботичних препаратів, використо-
вуючи цитратний буфер як антикоагулянт. 
Відмивку тромбоцитів від протеїнів плазми 
проводили поетапним центрифугуванням 
крові за методикою, описаною раніше [9]. 

Агрегометричні показники визначали 
для перевірки життєздатності тромбоцитів 

та адекватності клітинної відповіді на дію 
агоніста за допомогою оптичного агрегоме-
тра «SOLAR AT-02» (Республіка Білорусь) з 
використанням пакета програм «Агрегометр 
2.01» не пізніше трьох годин з моменту 
забору крові. Для активації тромбоцитів 
використовували тромбін («Sigma Aldrich», 
США) у концентрації 1,0 од.NIH/мл. Glu- і 
Lys-форми плазміногену були отримані від-
повідно до описаних методик [13] та не про-
являли спонтанної протеїназної активності. 
Досліджувані протеїни застосовували в усіх 
експериментах у концентрації 1,2 мкмоль/л, 
яка була обрана на основі отриманих раніше 
результатів [8, 9]. Інгібітор серинових про-
теїназ апротинін (Контривен©, «Біофарма», 
Україна) додавали у концентраціях 5 IU/мл 
або 50 IU/мл [14].

Вплив різних форм плазміногену на се-
креторну активність тромбоцитів оцінювали 
методом протокової цитофлуориметрії, виз-
начаючи рівень експонування Р-селектину 
на поверхні їх плазматичної мембрани. Для 
проведення дослідження відбирали відмиті 
клітини з їх концентрату у кількості 2,5 млн. 
та переносили до 100 мкл HEPES-буфера. 
Було сформовано експериментальну модель, 
що складалася з таких груп тромбоцитів: 
контроль (інтактні клітини); інкубація з Glu- 
або Lys-плазміногеном (час експозиції – 3 
хв.); інкубація з тромбіном (5 хв.); обробка 
тромбіном (5 хв.) після попередньої інкубації 
з Glu- або Lys-плазміногеном (3 хв.). Окремо 
досліджували ефекти Lys-плазміногену на 
секрецію тромбоцитів за наявності інгібітора 
серинових протеїназ апротиніну. Для цього 
його додавали до інкубаційного середовища 
у зазначених вище концентраціях та витри-
мували 1 хв перед внесенням протеїну до 
суспензії клітин.

Усі процедури, пов’язані з інкубацією 
тромбоцитів, виконували при 22-25 оС для 
уникнення їх гіперактивації. Відразу після 
завершення інкубації до тромбоцитів, об-
роблених досліджуваними молекулами, а 
також до проб інтактних клітин вносили 20 
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мкл антитіл до Р-селектину, кон’югованих 
з фікоеритрином (РЕ) («Acris Antibodies, 
Inc.», Сан-Дієго, США). Інкубацію з ан-
титілами проводили протягом 30 хв. за 
кімнатної температури у темряві. Реакцію 
зупиняли розведенням суміші, додаючи 1,5 
мл 0,05 моль/л натрій-фосфатного буфера 
(рН 7,4), що містив 0,13 моль/л хлориду 
натрію. Усі процедури з використанням ан-
титіл виконувалися згідно з рекомендаціями 
виробника.

Експонування Р-селектину на поверхні 
тромбоцитів аналізували методом протоко-
вої цитофлуориметрії на приладі COULTER 
EPICS XL («Beckman Coulter», США), який 
оснащено аргоновим лазером (λзбудж. = 488 
нм). Кількісну оцінку цього показника про-
водили з використанням двох показників: 
1) відсоток Р-селектинпозитивних клітин 
від їх загальної кількості, 2) інтенсивність 
флуоресценції, детекцію котрої здійснювали 
за каналом FL3 (620-630 нм). Для сортінгу 
тромбоцитів попередньо встановлювали 
відповідні гейти (гейт 1 – популяція Р-се-
лектиннегативних клітин, гейт 2 – популя-
ція Р-селектинпозитивних клітин). Зміни 
сигналу флуоресценції визначали за зсувом 
її кривих відносно маркера (М), який вста-
новлено за цим показником для контрольної 
групи, та виражали в умовних одиницях, які 
являли собою десятковий логарифм величин 
за шкалою Log FL3. Було проаналізовано не 
менше 10 тис. подій у кожному зразку. Ци-
тометричні показники у кожній групі клітин 
вимірювали у двох паралелях, розраховую-
чи потім середні для відповідних величин, 
отриманих від усіх донорів (n = 8). Графіч-
не зображення результатів отримували за 
допомогою програми FCS Express V3 («De 
Novo Software», США), числові характери-
стики представлені як середні значення ± 
стандартна похибка середньої. Статистичну 
обробку результатів проводили із викори-
станням критерію t Стьюдента, різницю 
між середніми значеннями у різних групах 
вважали вірогідною при P < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У представленій роботі вперше продемон-
стровано вплив Lys-форми плазміногену 
на секреторну активність тромбоцитів та 
можливість модуляції цим протеїном тром-
бініндукованого екзоцитозу. За результатами 
цитометричного аналізу, частка Р-селектин-
позитивних клітин у препаратах інтактних 
тромбоцитів (контроль) становила 48±4,6 % 
від їх загальної кількості (рис. 1). Кількість 
спонтанно активованих тромбоцитів зале-
жить від способу їх отримання та варіює від 
50 до 92 % [15], тому отримані за нашою 
методикою клітини були придатні для по-
дальшої роботи з ними. При інкубації тром-
боцитів з тромбіном активується переважна 
більшість клітин, на що вказує практично 
повний їх перерозподіл до популяції Р-се-
лектинпозитивних тромбоцитів (97±2,3 %, 
Р < 0,05 порівняно з контролем). Вплив Lys-
плазміногену призводить до незначного, але 
статистично вірогідного, зростання пулу 
тромбоцитів, що презентують Р-селектин 
(78±2,1 %). Останнє спостереження свідчить 
про те, що порівняно з дією тромбіну, вплив 
Lys-плазміногену викликає лише часткове 
вивільнення α-гранул. Важливий результат 
отримано на клітинах, котрі активували тром-
біном після преінкубації з Lys-плазміноге-
ном. Виявлено меншу кількість тромбоцитів 
у популяції, яка обмежена гейтом 2 порівняно 
з клітинами, обробленими лише тромбіном 
(85±1,6 %, P < 0,05). 

Зміни між значеннями інтенсивності сиг-
налу флуоресценції інтактних та інкубованих 
з досліджуваними протеїнами тромбоцитів 
мали тенденцію, аналогічну тій, що проде-
монстровано відносно кількісного перероз-
поділу клітин (рис. 2). У разі з тромбоцитами, 
інкубованими з тромбіном, спостерігається 
істотний зсув піку кривої флуоресценції 
праворуч, що відповідає підсиленню сигналу 
флуоресценції у 13,8 разів порівняно з таким 
показником для інтактних клітин (P < 0,05). 
Інтенсивність флуоресценції популяції у 
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гейті 2 за умов впливу Lys-плазміногену пе-
ревищувала контрольні значення приблизно 
втричі (P < 0,05). Lys-плазміноген частково 
пригнічував тромбініндуковану секрецію 
α-гранул, про що свідчить дворазове змен-
шення флуоресцентного сигналу порівняно 
з цим показником у клітин за ізольованої дії 
агоністу (P < 0,05). 

На відміну від Lys-форми, нативний 
проензим (Glu-плазміноген) не викликав 
статистично вірогідних змін секреторної ак-
тивності тромбоцитів як у результаті його ізо-
льованої дії, так і за умов тромбініндукованої 
активації (див. рис. 1 і 2). Отримані результати 
збігаються з попередніми, які свідчать, що 
нативна форма плазміногену не впливає на 
стан актинового цитоскелета тромбоцитів і 
не змінює їх агрегативну активність [9].

Відомо, що перетворення плазміногену на 
активну протеїназу на поверхні тромбоцитів, 
як це показано, зокрема, у пацієнтів зі штуч-
ним серцево-легеневим кровообігом, є фак-

тором ризику виникнення гіперагрегативного 
стану та тромбоемболії судин. Показано [16], 
що плазмін у кількості 0,8 CU/мл індукував 
секрецію та агрегацію відмитих тромбоцитів, 
які пригнічувалися за наявності 50 IU/мл 
апротиніну, що вказує на провідну роль у цих 
процесах протеїназної активності плазміну. 
Виявилося, що він здатний активувати тром-
боцити через розщеплення рецептора PAR-4 
[17]. Однак інкубація тромбоцитів за наявно-
сті плазміну, який було взято у меншій кон-
центрації (0,2 CU/мл), призвела до практично 
повного пригнічення агрегації. При цьому 
плазмін інгібував внутрішньоклітинні про-
цеси, індуковані тромбіном, а саме: рилізинг 
серотоніну та зростання вмісту цитозольного 
Са2+ [14]. Результати дослідження Shigeta та 
співавт. [16] демонструють, що плазміноген 
здатний інгібувати плізмініндуковану актива-
цію та секрецію тромбоцитів, однак повного 
їх інгібування не спостерігається навіть за 
наявності зимогену у кількості, що у чоти-

Рис. 1. Вплив Lys- (1,2 мкмоль/л) та Glu-форм плазміногену (1,2 мкмоль/л) на експонування Р-селектину відмитими 
тромбоцитами людини (популяції Р-селектинпозитивних тромбоцитів на гістограмах обмежені гейтом 2)
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тромбоцитів. Отже, наступне питання, яке 
підлягало експериментальній перевірці у 
нашій роботі, стосувалося можливої участі 
активного центру плазміну, який міг утвори-
тися з проензиму на поверхні тромбоцитів, 
до змін їх секреторної активності. Проведені 
цитометричні дослідження свідчать про те, 
що апротинін не впливає на зміни кількості 

ри рази перевищує концентрацію ензиму. 
Протилежний характер ефектів плазміну на 
функціональний стан тромбоцитів указує на 
існування множинних шляхів проведення 
сигналу до середини клітини, на які можуть 
впливати плазміноген/плазмін. Очевидно, що 
різні структурно-функціональні частини цих 
протеїнів визначають специфіку відповіді 

Рис. 2. Ефекти Lys- та Glu-форм плазміногену на інтенсивність флуоресценції за каналом FL3, яка характеризує зв’язування 
антитіл проти Р-селектину, кон’югованих з фікоеритрином, з відмитими тромбоцитами людини: а – репрезентативні 
гістограми піків флуоресценції; б – результати кількісного аналізу інтенсивності сигналу. 
* P < 0,05 порівняно з контролем, ** порівняно з клітинами, обробленими тромбіном
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Р-селектинпозитивних клітин та сигналу 
флуоресценції, індуковані Lys-плазміно-
геном (рис. 3). Отже, отримані результати 
дають змогу припустити, що за створених 
експериментальних умов вплив Lys-плаз-
міногену на секреторні механізми тромбо-
цитів не пов’язаний з появою протеїназної 
активності, а, вірогідно, опосередковуєть-
ся його некаталітичними (крингловими) 
доменами.

Питання щодо механізмів утворення 
Lys-плазміногену клітинами та можливого 
фізіологічного значення цієї молекули зали-
шаються дискутивними. За допомогою ан-
титіл, специфічних до Lys-плазміногену, цю 
форму проензиму вперше виявили у плазмі 
крові пацієнтів під час тромболітичної терапії 
[18]. Пізніше було доведено, що генерація 
Lys-плазміногену відбувається локально, 
тому він не циркулює у системному крово-
тоці здорових донорів. Його було визначено 
імуногістохімічно на поверхні макрофагів 
в осередках запалення [19], а також на по-
верхні ендотеліоцитів судин різних органів 
як у нормі, так і під час хронічних запальних 
процесів [20]. Досліджено механізм перице-
люлярної активації плазміногену на поверхні 
моноцитів [5] та ендотеліоцитів [4]. Автори 

підкреслюють важливість того, що генерація 
Lys-плазміногену забезпечує високу ефек-
тивність примембранної активації зимогену 
з утворенням плазміну. Важливе припущен-
ня, яке було висунуто на підставі отриманих 
ними результатів, стосується можливості 
регуляції кількості Lys-плазміноген, що 
утворюється, залежно від функціонального 
стану клітин. Результати нашого дослідження 
розширюють уявлення про механізми дії та 
значення цього протеїну у функціонуванні 
тромбоцитів. Вірогідно, що Lys-плазміноген 
виступає не лише проміжною стадією на 
шляху до появи активної протеїнази, але й 
може виконувати альтернативні функції як 
сигнальна молекула, які не властиві ані Glu-
формі плазміногену, ані плазміну. Існуючі 
численні експериментальні докази вказують 
на наявність функціонального зв’язку між 
цитоскелетом тромбоцитів та їх секреторною 
активністю. Саме актинові мікрофіламенти 
контролюють переміщення гранул усередині 
тромбоциту, їх централізацію, злиття з плаз-
матичною мембраною та вивільнення [10, 
21]. У нашій попередній роботі [9] встанов-
лено, що Lys-плазміноген запобігає адекват-
ній реконструкції актинового цитоскелета, 
індукованої тромбіном, перешкоджаючи 

Рис. 3. Вплив Lys-плазміногену на експонування Р-селектину відмитими тромбоцитами людини за наявності апротиніну
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асоціації мембранного кортекса з філамент-
ним апаратом цитозолю. Можна припустити, 
що зазначені ефекти Lys-плазміногену є 
наслідком аберантної збірки актинового ци-
тоскелета, як це показано раніше у дослідах 
з використанням агентів-інгібіторів поліме-
ризації актину, зокрема цитохалазіну Н [22]. 
Можливо, що саме зрушення цитоскелетних 
структур, викликане Lys-плазміногеном, 
спричинює часткову секрецію α-гранул, але 
водночас унеможливлює нормальну відповідь 
тромбоцитів на дію агоніста.

Слід зауважити, що порушення секреції 
α-гранул може призводити до розвитку 
різних тромбоцитопатій, у патогенезі яких 
провідну роль відіграє недостатність функ-
ції Р-селектину. Цей глікопротеїн, що екс-
понується активованими тромбоцитами, є 
основним компонентом, який бере участь 
у взаємодії тромбоцитів з нейтрофілами та 
моноцитами і, таким чином, відповідає за 
утворення тромбоцитарно-лейкоцитарних 
агрегатів. Крім того, як рецептор Р-селектин 
відіграє значну роль у стабілізації тромбо-
цитарних агрегатів, а також залучається до 
ролінгу тромбоцитів на поверхні активова-
них ендотеліальних клітин [23, 24]. Отри-
мані результати свідчать про те, що один із 
шляхів регуляції функціональних взаємодій 
тромбоцитів може реалізовуватися через 
модуляцію експонування Р-селектину, опо-
середковану Lys-плазміногеном. Подальші 
дослідження можуть бути корисними для 
розкриття молекулярних механізмів регуля-
ції протеїнами плазміноген/плазмінової сис-
теми функціонування тромбоцитарної ланки 
гемостазу. Вирішення цих питань необхідне 
для розробки принципово нових підходів для 
корекції численних патологій, асоційованих 
з підвищеною активністю тромбоцитів та 
надмірним тромбоутворенням.

ВИСНОВКИ

1. Lys-форма плазміногену сприяє неповному 
рилізингу α-гранул відмитих тромбоцитів 

людини та частково пригнічує їх тромбінін-
дуковану секрецію.

2. Вплив Lys-плазміногену на екзоцитоз 
тромбоцитів не пов’язаний з утворенням актив-
ної протеїнази плазміну, а реалізується завдяки 
взаємодіям його некаталітичних (кринглових) 
доменів з рецепторними молекулами на поверхні 
тромбоцитів.

3. Нативна форма плазміногену (Glu-плаз-
міноген) не впливає на секреторну активність 
тромбоцитів.

4. Отримані результати дають змогу розгля-
дати порушення агоніст-індукованої секреції 
α-гранул тромбоцитів як один з механізмів анти-
агрегативної активності Lys-плазміногену.

Колектив авторів висловлює щиру подяку мо-
лодшому науковому співробітнику Інститут 
біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України М.М. 
Гузику за технічну допомогу та обговорення 
результатів.

А.А. Тихомиров, Д.Д. Жерносеков,  
Я.М. Рока-Мойя, С.И. Диордиева, Т.В. Гриненко

ВЛИЯНИЕ LYS-ПЛАЗМИНОГЕНА НА  
СЕКРЕЦИЮ ТРОМБОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА

Оценивали эффекты Lys-плазминогена на секрецию 
α-гранул тромбоцитов. Как маркер экзоцитоза исполь-
зовали Р-селектин, уровень экспонирования которого на 
плазматической мембране отмытых тромбоцитов человека 
определяли с помощью проточной цитофлуориметрии. 
Установлено, что Lys-плазминоген вызывает неполное 
высвобождение содержимого α-гранул, но в то же время 
угнетает тромбининдуцированную секрецию тромбоци-
тов. Его эффекты на секреторные процессы в тромбоцитах 
не связаны с образованием активной протеиназы плазми-
на, а, вероятно, реализуются благодаря взаимодействиям 
некаталитических (крингловых) доменов молекулы с мем-
бранными рецепторами. В отличие от Lys-формы, натив-
ный профермент (Glu-плазминоген) не вызывал изменений 
секреторной активности тромбоцитов. Таким образом, 
в представленной работе впервые продемонстрирована 
способность Lys-плазминогена модулировать секрецию 
α-гранул тромбоцитов, что может рассматриваться как 
один из возможных механизмов реализации его антиаг-
регативной активности. 
Ключевые слова: тромбоциты; секреция тромбоцитов; 
α-гранулы; Р-селектин; плазминоген; проточная цитофлуо
риметрия. 
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A.A. Tykhomyrov, D.D. Zhernosekov, Y.M. Roka-
Moya, S.I. Diordieva, T.V. Grinenko

THE EFFECTS OF LYS-PLASMINOGEN  
ON HUMAN PLATELET SECRETION  

The effects of Lys- plasminogen on platelet α-granule secretion 
were studied. The level of P-selectin exposed on the surface of 
plasma membranes of washed human platelets was measured 
by flow cytometry as a marker of α-granule secretion. It was 
shown that Lys- plasminogen facilitates partial release of 
α-granules, but impedes thrombin-induced platelet exocytosis. 
It is suggested that Lys- plasminogen may affect platelet secre-
tion rather through interaction of its non-catalytic (kringle) 
domains with membrane receptors than due to contaminating 
plasmin activity. In contrast to Lys-form, native proenzyme 
(Glu-plasminogen) had no effects on α-granule releasing. Here, 
we provide the first experimental demonstration that Lys-form 
of plasminogen is able to modulate platelet α-granule secre-
tion, and this effect can be considered as one of the plausible 
mechanisms of its anti-aggregating activity.
Key words: platelets; platelet secretion; α-granules; P-selectin; 
plasminogen; flow cytometry.

Palladin Institute of Biochemistry of National Academy of 
Sciences of Ukraine, Kyiv
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Енергетичний та антиоксидантний статус  
мітохондрій печінки щурів  
за умов гіпоксії-реоксигенації різної тривалості
О.О.Гончар1, В.І.Носар1, Л.В.Братусь1, І.М.Тимченко2, М.М.Стешенко1, 
І.М.Маньковська1

1Інститут фізіології ім. О.О.Богомольца НАН України, Київ, 2ПВНЗ «Київський медичний уні-
верситет УАНМ»; e-mail: ogonchar@yandex.ru

Досліджували зміни функціональної активності та експресії білка антирадикальних Mn-
супероксиддисмутази (Mn-СОД), глутатіонзалежних (глутатіонпероксидази, глутатіонредук-
тази) та НАДФН-генеруючих (НАДФ-ізоцитратдегідрогенази) ферментів, а також показників 
енергетичного метаболізму мітохондрій печінки щурів, яких піддавали впливу жорсткої (5% О2) 
гіпоксії в сеансах гіпоксії – реоксигенації різної тривалості (1, 3, 7, 14 діб). Пролонгована гіпоксія–
реоксигенація характеризувалася фазовими коливаннями концентрації кортикостерону в крові 
щурів, які відповідали змінам в енергетичному обміні, а також у про- та антиоксидантному балансі 
мітохондрій. Було показано, що короткотермінова гіпоксія–реоксигенація з використанням 5% О2 
у газовій суміші (1доба) викликала зростання концентрації кортикостерону, а також значну акти-
вацію прооксидантних процесів та енергетичного обміну, інтенсивність яких знижувалася на 3-тю 
добу. Довготривала гіпоксія–реоксигенація (7−14-та доба) призводила до поступового виснаження 
адаптаційних можливостей організму, про що свідчить різке зниження концентрації кортикосте-
рону в крові щурів, зростання вмісту вторинних продуктів перекисного окиснення ліпідів, дисбаланс 
у про- та антиоксидантних реакціях, зниження енергетичних можливостей мітохондрій клітин 
печінки. Динаміка активності та експресії білка глутатіонпероксидази позитивно корелювала зі 
вмістом Н2О2 та негативно – з кількістю білка Мn-СОД впродовж 1−7-ї доби експерименту, і лише 
на 14-ту добу щоденних сеансів гіпоксії–реоксигенації функціональна активність та експресія білка 
Мn-СОД наближалися до контрольних значень. Зростання активності НАДФ-ізоцитратдегідро-
генази, глутатіонпероксидази, та глутатіонредуктази за умов довготривалої дії гіпоксії–реокси-
генації свідчить про активне включення глутатіонових, а також НАДФН–генеруючих ферментів 
у процеси антиоксидантного захисту. 
Ключові слова: гіпоксія–реоксигенація; мітохондрії; антиоксидантні ферменти; експресія білка.

ВСТУП

У наш час збільшується розповсюдженість 
і вірогідність розвитку патологічних станів, 
пов’язаних з гіпоксією та реоксигенацією. Ві-
домо, що реакція організму на такий екзоген-
ний вплив, поряд з низкою різних регулятор-
них процесів, забезпечується також і стрес-
реалізуючими симпато–адреномедулярною 
та гіпоталамо–гіпофізо–кортикоадреналовою 
системами. Важливою пристосувальною ре-
акцією за цих умов є фазова активація стрес-

гормонів: глюкокортикоїдів, катехоламінів, 
та кортикотропіну [1, 2]. Повідомляється, що 
глюкокортикоїди стабілізують клітинні мем-
брани, активують деякі ферменти дихального 
ланцюга, сприяють низці інших метаболіч-
них ефектів пристосувального характеру, 
що впливають на стійкість клітин до нестачі 
кисню [3]. 

Мітохондріям належить центральне міс
це у клітинній адаптації до зміни вмісту 
кисню завдяки залученню їх у метаболічні, 
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енергетичні та вільнорадикальні процеси 
[4]. За умов окисного стресу, що супрово-
джує гіпоксію–реоксигенацію, дослідження 
функціонування мітохондрій набуває осо-
бливого значення, оскільки вони відіграють 
ключову роль в енергозабезпеченні орга-
нізму, і є одним із джерел активних кисне-
вих метаболітів, які з одного боку можуть 
виступати деструктивним фактором, а з 
іншого – центральним регуляторним та ви-
конавчим ланцюгом сигнальних клітинних 
каскадів [1, 4]. У цьому аспекті важливим є 
дослідження стану антиоксидантної системи 
мітохондрій, від активності та експресії білка 
різних компонентів якої залежать не тільки 
ефективність захисних процесів, але й стан 
редоксчутливих регуляторних факторів, що 
ініціюють різноманітні сигнальні шляхи [5]. 
Ланка антиоксидантних реакцій у механізмах 
захисних процесів є провідною і найбільш 
потужною, оскільки вона не тільки запобігає 
розвитку вільнорадикальних реакцій, на-
копиченню супероксид-аніонів, органічних 
і неорганічних перекисів, але й підтримує 
високу активність окисно–відновних проце-
сів, забезпечує елімінацію кисневих метабо-
літів із залученням їх в енергетичний обмін, 
сприяє активності синтетичних процесів [6]. 
Відомо, що функціонування як неферментної, 
так і ферментної ланок антиоксидантного 
захисту залежить від фонду донорів водню 
[6, 7]. Внутрішньоклітинні запаси НАДФН 
забезпечують підтримку глутатіону у віднов-
леному стані і тим самим впливають на стан 
глутатіонового редокс-циклу [8]. Припуска-
ють, що у мітохондріях з усіх ферментів – до-
норів НАДФН ізоцитратдегідрогеназі (ІЦДГ) 
належить вагома роль. У працях останніх 
років показано значне зростання продукції 
активних форм кисню (АФК), фрагмента-
ція ДНК, інтенсифікація процесів ПОЛ, 
зменшення вмісту АТФ у мітохондріях при 
зниженні експресії ІЦДГ [9]. Однак функція 
мітохондріальної ІЦДГ, яка каталізує декар-
боксилування ізоцитрату в α-кетоглутарат із 
конкурентною продукцією НАДФН [7, 9], 

за умов переривчастої гіпоксії залишається 
невизнаною.

Відомо, що помірна (10 – 12% О2) гіпок
сія може ефективно стимулювати різні ме-
таболічні процеси і цей феномен широко 
застосовується в медичній і спортивній пра-
ктиці [10 − 12]. У літературі дискутуються 
питання щодо інтенсивності та тривалості 
циклів гіпоксія–реоксигенація у процесі 
інтервальних гіпоксичних тренувань, однак 
однозначного погляду на цю проблему не-
має [5, 10]. Яким буде вплив жорсткої (5% 
О2) гіпоксії в сеансах гіпоксії–реоксигенації 
різної тривалості на про- та антиоксидантний 
гомеостаз і енергозабезпечення мітохондрій, 
ще остаточно не з’ясовано.

Мета нашого дослідження – вивчення 
динаміки функціональної активності та екс-
пресії білка антирадикальних (Mn-СОД), глу-
татіонзалежних (глутатіонпероксидази, глу-
татіонредуктази), та НАДФН – генеруючих 
(НАДФ-ізоцитратдегідрогенази) ферментів, 
а також енергетичного метаболізму мітохон-
дрій печінки щурів, яких піддавали впливу 
жорсткої гіпоксії–реоксигенації, за умов 
фазових змін у крові вмісту кортикостерону. 

МЕТОДИКА

Експерименти проведено на щурах-самцях 
лінії Вістар масою тіла 230-250г, які знаходи-
лися на стандартному раціоні. Тварин, яких 
розподілили на групи по 8 у кожній, підда-
вали щодня дії жорсткої гіпоксії (дихання 
гіпоксичною газовою сумішшю, що містила 
5% О 2  в N2 протягом 30 хв) з наступною 
24-годинною реоксигенацією (21% О2). 
Контрольну групу складали тварини, яких 
утримували за нормоксичних умов – 1-ша 
група. Дослідження проводили після першої 
доби експерименту– 2-га група; після 3-ї 
доби– 3-тя група; після 7-ї доби– 4-та група; 
після 14-ї доби – 5-та група. Сеанси гіпоксії–
реоксигенації відбувалися у герметичних 
нормобаричних камерах, де підтримувалася 
постійна кімнатна температура. Для погли-
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нання виділеного вуглекислого газу і водяних 
парів у камерах використовували адсорбент. 
Щурів декапітували під легким ефірним на-
ркозом відразу після експерименту. Тварин 
утримували та маніпуляції з ними здійсню-
вали відповідно до положень Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, яких 
використовують в експериментальних та ін-
ших наукових цілях (Страсбург,1986).

 Печінку, видалену з декапітованих щурів, 
промивали охолодженим 0,9%-м розчином 
NaCl. Усі маніпуляції проводили при 0-4оС. 
Мітохондрії з гомогенатів печінки отриму-
вали методом диференційного центрифугу-
вання. Середовище виділення мітохондрій 
містило (ммоль/л) сахарози–250, Tріс HCI– 
10, EGTA -1 та 0,5 % БСА (pH 7,6). Відмивали 
та ресуспендували мітохондрії у середовищі, 
яке не мало у своєму складі ЕGТА та БСА. 
Процеси АДФ-стимульованого дихання та 
окисного фосфорилювання мітохондрій пе-
чінки вивчали полярографічним методом з 
використанням закритого електрода Кларка 
та оксиграфа (Oxygraph System «Hansatech», 
Англія). Функціональний стан мітохондрій 
досліджували методом Chance та Williams 
[13]. Середовище інкубації складалося з 
(ммоль/л): KCl – 120, KH2PO4– 2, НEРЕS 
– 10 (pH 7,2). Субстратами окиснення були 
(ммоль/л): сукцинат натрію – 5; глутамат 
натрію – 5; малат – 2,5. У середовище дода-
вали 200 мкмоль/л АДФ. Інгібітором міто-
хондріального ферментного комплексу І був 
ротенон (2 мкмоль/л). За отриманими поля-
рограмами розраховували такі показники: 
швидкість фосфорилюючого (в метаболіч-
ному стані 3 за Чансом, V3) та контрольова-
ного (в метаболічному стані 4 за Чансом, V4) 
дихання мітохондрій, дихальний контроль за 
Чансом (V3/ V4) [13], коефіцієнт ефективності 
фосфорилювання АДФ/О [14]. Концентрацію 
білка вимірювали за методом Лоурі.

Для біохімічних досліджень мітохондрі
альні протеїни солюбілізували додаванням 
0,1%-го pозчину Тритон Х-100. У суспензії 
мітохондрій вивчали вміст активних продук-

тів 2-тіобарбітурової кислоти (ТБК-АП) [15] 
та Н2О2 [16]. Активність Mn – супероксид-
дисмутази (Mn-СОД ) визначали за методом 
[17], що ґрунтується на її здатності гальмува-
ти аутоокиснення адреналіну. Активність 
мітохондріальної глутатіонредуктази оціню-
вали спектрофотометрично за зменшенням 
вмісту НАДФН за 1 хв на 1 мг протеїну за 
довжини хвилі 340 нм [18]. Активність се-
лензалежної глутатіонпероксидази визначали 
реєстрацією швидкості окиснення НАДФН за 
наявності відновленого глутатіону, пероксиду 
водню та глутатіонредуктази (2,4 U/мл) [19]. 
Активність НАДФ-ізоцитратдегідрогенази 
(НАДФ-ІЦДГ) досліджували за швидкістю 
відновлення НАДФН у середовищі, що мі-
стило (ммоль/л): Тріс-НСІ – 50, ізоцитрату 
– 1,5, НАДФН– 0,25 (рН 7,8) [18].

Рівень експресії білка антиоксидантних 
ферментів у мітохондріальній фракції печін-
ки визначали за допомогою імуноблотингу. 
Білки розділяли у 12%-му поліакриламідному 
гелі на обладнанні BioRad і переносили на 
PVDF- мембрану за допомогою електроелю-
ції. Застосовували первинні моноклональні 
антитіла до Mn-СОД (1:1000,“Sigma” США), 
глутатіонпероксидази (1:500, “Santa Cruz 
Biotechnology” США), β-актину (1:1000, 
“Santa Cruz Biotechnology” США) та вторинні 
антитіла, кон,юговані з пероксидазою хріну 
(1:2000“Sigma” США). Кількісний розраху-
нок отриманих імуноблотів проводили за 
допомогою їх сканування та обробки комп’ю-
терною програмою GelPro. Вміст білка ви-
значали за методом Бредфорд. Концентрацію 
кортикостерону у крові щурів вимірювали 
за допомогою флуориметричного методу 
[20]. Результати досліджень обробляли ста-
тистично за допомогою програми “Origin 
7.0”. Вірогідність розходжень між групами 
порівняння була визначена методом диспер-
сійного аналізу (ANOVA) з наступним тестом 
Bonferroni (post-hoc test). Для встановлення 
ступеня зв’язку між вивченими показниками 
був проведений кореляційний аналіз із визна-
ченням коефіцієнта кореляції Спірмана (r ).

О.О.Гончар, В.І.Носар, Л.В.Братусь, І.М.Тимченко, М.М.Стешенко, І.М.Маньковська
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Згідно з результатами досліджень, жорстка 
гіпоксія – реоксигенація викликала зміни 
концентрації кортикостерону в плазмі крові, 
вираженість та спрямованість яких залежала 
від тривалості впливу (рис.1). Так, за 1-шу 
добу значення цього показника збільшувало-
ся на 24% порівняно з контрольною группою 
(P<0,05), за 3-тю добу воно продовжувало 
зростати та було на 36% вищим за контроль 
(P<0,05). Проте при збільшенні тривалості 
впливу гіпоксії−реоксигенації до 7 діб, кон-
центрація кортикостерону мала тенденцію 
до зниження, а на 14-ту добу була на 26% 
нижчою за контроль (P<0,05), що може бути 
викликано виснаженням стрес−лімітуючих 
систем організму. Зростання концентрації 
кортикостерону протягом перших (1 – 3) діб 
корелює з даними інших дослідників, які 
показали підвищення вмісту кортикостероїд-
них гормонів та кортиколіберину у відповідь 
на дію пролонгованої інтервальної гіпоксії, 
а також гострої гіпоксії [21, 22]. Відомо, 
що остання активує секрецію адренокорти-
котропного гормону через цАМФ-залежні 
механізми, які регулюються кортиколібери-
ном, вазопресином та норепінефрином [23], 
і ступінь такої активації знижується при 
збільшенні тривалості гіпоксичного впливу 
[21, 23]. Отже, отримані нами результати 

вказують на фазовий характер змін концен-
трації стрес-гормону в крові щурів за умов 
гіпоксії−реоксигенації.

Визначені нами показники окисного фос-
форилювання в мітохондріях печінки щурів 
за 1-шу добу після дії гіпоксії – реоксигенації 
свідчать, що в разі окиснення сукцинату віро-
гідних змін у роботі дихального ланцюга та 
синтезу АТФ не було зареєстровано (табл.1). 
За умов окиснення НАД-залежних субстратів 
відбувалася низка змін інтенсивності кисне-
залежних процесів у мітохондріях печінки, а 
саме: підвищувалася швидкість субстратного 
дихання мітохондрій (V4

s), знижувалися ди-
хальний контроль та енергетична ефектив-
ність синтезу АТФ (АДФ/О) (табл.2). Отже 
за умов дії жорсткої гіпоксії–реоксигенації 
збільшується внесок сукцинатоксидазного 
шляху порівняно з НАДН-оксидазним у потік 
електронів дихального ланцюга, оскільки 
він менш чутливий до дефіциту кисню. Крім 
того, за умов дії гострої гіпоксії, сукцинат 
накопичується у тканинах, що робить його 
доступнішим до окиснення [24]. 

Після 3-ї доби гіпоксії – реоксигена-
ції за умов окиснення сукцинату зростала 
швидкість субстратного дихання відносно 
контролю, решта показників залишалася на 
рівні контрольних значень. Зміни в енерге-
тичному метаболізмі мітохондрій за умов 

Енергетичний та антиоксидантний статус мітохондрій печінки щурів за умов гіпоксії-реоксигенації різної тривалості

Рис. 1 Вплив жорсткої гіпоксії – реоксигенації на концентрацію кортикостерону у крові щурів. Показники у тварин 
контрольної групи прийняті за 100%. * Р<0,05 відносно контролю
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окиснення глутамату і малату виявлялися 
лише в зменшенні спряження дихання з фос-
форилюванням.

На 7-му добу гіпоксії–реоксигенації 
істотні біоенергетичні зміни відбувалися, 
головним чином, при окисненні НАД-залеж-
них субстратів: зростало субстратне дихання, 
зменшувалося дихання в активному стані 
органел, його спряження з фосфорилюванням 
та ефективність використання кисню (див. 
табл.1). Отже, наведені результати вказують 
на суттєве зниження енергетичного обміну 
мітохондрій печінки за умов окиснення НАД-
залежних субстратів внаслідок впливу на щу-
рів гіпоксії–реоксигенації протягом 7 сеансів. 

Після 14-го сеансу гіпоксії–реоксигенації 
окиснення ФАД-залежних субстратів харак-
теризується зростанням параметрів дихання 
в станах V4

s, V3, V4
АТФ на тлі тенденції до 

зниження спряження дихання з фосфорилю-
ванням та АДФ/О. За умов окиснення НАД-
залежних субстратів зростала швидкість 
субстратного та контрольованого дихання 

при зниженні дихального контролю та ко-
ефіцієнта АДФ/О. Отже, за умов окиснення 
сукцинату відбувалося м’яке роз’єднання 
дихального ланцюга мітохондрій печінки, 
яке супроводжувалося лише незначними змі-
нами енергетичного обміну. Отримані нами 
результати узгоджуються з твердженням [24], 
що за умов стресу різного генезу (гіпоксії, 
гіпокінезії тощо) найбільших змін зазнає 
мітохондріальний ферментний дихальний 
комплекс І, оскільки саме при використанні 
НАД-залежних субстратів суттєво знижуєть-
ся енергозабезпечення організму при гіпоксії.

Вважається, що циклічні переходи гі-
поксія – нормоксія реалізують свій вплив на 
енергетичний метаболізм, в основному, через 
активацію вільнорадикальних процесів, які 
ініціюються надлишком донорів електронів 
відновлених еквівалентів, що накопичують-
ся при гіпоксії та, в результаті зростання О2 
як акцептора електронів, при реоксигенації 
[1]. Як показали наші досліди, застосуван-
ня прийнятої схеми гіпоксії–реоксигенації 
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Таблиця 1. Вплив жорсткої гіпоксії – реоксигенації на показники окисного фосфорилювання мітохондрій  
печінки щурів при застосуванні 5 ммоль/л сукцинату як субстрату окиснення і 2 мкмоль/л ротенону  

(нг атом О∙ хв-1∙мг-1білка; M±m; n =8)

Умови досліду V4
s V3 V4

ATФ V3/ V4
ATФ AДФ/О

Контроль 25,00±1,25 56,71±5,89 24,4±2,0 2,32±0,08 1,60±0,08
Через
          1 добу 22,21±4,12 58,30±7,76 23,70±3,15 2,46±0,11 1,48±0,14
          3 доби 37,70±4,16* 49,11±5,07 21,92±2,96 2,24±0,10 1,46±0.07
          7 діб 24,82±1,60 64,73±4,61 26,53±1,21 2,44±0,09 1,49±0,05
          14 діб 30,51±2,91* 67,60±4,24* 31,32±0,90* 2,16±0,08 1,44±0,08

Примітка. Тут і в табл.2 * Р<0,05 відносно контролю

Таблиця 2. Вплив жорсткої гіпоксії– реоксигенації на показники окисного фосфорилювання мітохондрій  
печінки щурів при використуванні 5 ммоль/л глутамату і 2,5 ммоль/л малату як субстратів окиснення  

(нг атом О∙ хв-1∙мг-1білка; M±m; n =8)

Умови досліду V4
s V3 V4

ATФ V3/ V4
ATФ AДФ/О

Контроль 22,00±2,06 50,31±4,11 19,41±2,39 2,60±0,06 2,45±0,07
Через
          1 добу 31,91±2,87* 44,52±3,18 19,4±0,70 2,49±0,05# 2,31±0,06*

          3 доби 23,21±2,66 44,83±4,52 19,55±1,06 2,30±0,06* 2,37±0,05
          7 діб 28,00±1,21* 43,00±2,74* 18,21±1,57 2,36±0,10* 2,29±0,06*

          14 діб 36,50±5,82* 55,11±4,02 24,31±2,47* 2,27±0,07* 2,17±0,04*
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призводило до значних змін у про – та ан-
тиоксидантній системі мітохондрій печінки 
щурів протягом усього періоду досліджень. 
Так, короткотривала гіпоксія−реоксигенація 
(1-ша доба) викликала зростання вмісту 
ТБК-АП на 41% (P<0,05) зі зниженням до 
контрольних значень на 3-тю добу. На 7-му 
та 14-ту добу експерименту вміст вторинних 
продуктів ПОЛ продовжував зростати на 
43 і 58 % відповідно (P<0,05; рис. 2). Деякі 
автори відмічали, що підвищення ступеня 
гіпоксії та тривалості періоду реоксигенації 
призводить до збільшення продукції АФК 
та появи побічних негативних ефектів. Так, 
тренування в умовах гіпобаричної гіпоксії 
(підвищення „висоти” з 5 000 до 6  500м, а 
також збільшення тривалості кожного циклу 
в умовах барокамери) викликало порушення 
мембранних структур серця і, особливо, 
печінки [5, 12], зниження вмісту глутатіону 
та активності СОД у мозку щурів [25], що 
спричинювало зрив адаптації. 

Короткотривала гіпоксія–реоксигенація 
викликала зростання активності Mn-СОД 
відносно контролю на 56% (P<0,05; рис. 
3, а), що можна пояснити компенсаторним 

підвищенням активності цього ферменту 
у відповідь на збільшення продукції супе-
роксид-радикала, який, як відомо, виступає 
субстратом для Mn-СОД [6]. Інші дослідники 
також відзначають підвищення активності 
Mn-СОД за умов гострої гіпоксії, що корелює 
із зростанням рівня ПОЛ [7, 25, 26]. Відомо, 
що більша частка супероксидного радикала, 
який генерується мітохондріями за умов 
гіпоксії−реоксигенації, вивільняється в мі-
тохондріальний матрикс, де перетворюється 
на пероксид водню за участю міжмембранної 
Мn-СОД [1, 4]. Висока активність Мn-СОД, 
що реєструвалася в мітохондріях за 1-шу 
добу експерименту, свідчить про швидкий 
рівень дисмутації ·О2

− і відповідає зрос-
танню кількості Н2О2 (на 48%) порівняно з 
контролем (P<0,05; див. рис. 2). При цьому 
кількість білка Мn-СОД була нижчою від 
контрольних значень, що можна пояснити, 
на нашу думку, напевне зниженням експресії 
мРНК цього ферменту (див. рис. 3а). У нор-
мі клітини запобігають токсичних ефектів 
перекисних сполук завдяки антиоксидант-
ним системам, які відповідальні за розпад 
Н2О2. До цих систем відносяться ферменти 

Енергетичний та антиоксидантний статус мітохондрій печінки щурів за умов гіпоксії-реоксигенації різної тривалості

Рис. 2 Вплив жорсткої гіпоксії−реоксигенації на вміст активних продуктів 2-тіобарбітурової кислоти (1) та Н2О2 (2). 
Показники у тварин контрольної групи прийняті за 100%.
* Р<0,05 відносно контролю; ** Р<0,05 відносно показників 1-ї доби
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окисно – відновних циклів глутатіону, а саме 
глутатіонпероксидаза і глутатіонредуктаза [6, 
8], активність яких у нашому дослідженні за 
1-шу добу після впливу гіпоксії–реоксигена-
ції збільшувалася на 41 та 54 % відповідно 
на відміну від контрольних значень (P<0,05). 
Ріст активності цих ферментів, можливо, був 
зумовлений достатньою кількістю внутріш-
ньоклітинних запасів НАДФН, про що свід-
чить різке зростання активності НАДФН-ге-
неруючого ферменту ІЦДГ на 43% (P<0,05; 
див. рис. 3, б). За 3-тю добу щоденних сеансів 
гіпоксії–реоксигенації в мітохондріях печінки 
щурів концентрація ТБК-АП, Н2О2, так само, 
як і активність Мn-СОД і глутатіон-залежних 
ензимів знижувалися відносно значень цих 
показників на 1-шу добу гіпоксії–реоксиге-
нації (P<0,05 ; див. рис. 2, 3). 

Довготривала гіпоксія–реоксигенація 
призводила до зростання вмісту Н2О2 (на 42 

та 57%), а також активності глутатіонперок-
сидази (на 17 та 43%) відповідно порівняно з 
контролем (P<0,05). В останні роки з’явилися 
переконливі свідчення на користь участі Н2О2 
в регуляції різних клітинних процесів, моду-
ляції активності сигнальних молекул, у тому 
числі фосфатаз, кіназ, факторів транскрипції 
та ін. [27]. Однак на відміну від деяких інших 
внутрішньоклітинних медіаторів, наприклад 
кальцію, Н2О2 легко проникає крізь мембран-
ні структури і тому не може накопичуватися. 
Отже сигнали, які Н2О2 здатний переносити, 
можуть контролюватися на рівні синтезу – 
розпаду останнього, що говорить про вагому 
роль у цих процесах ферментів окисно–від-
новного циклу глутатіону [8, 28]. Динаміка 
вмісту Н2О2 в мітохондріях печінки щурів 
корелювала з активністю глутатіонперок-
сидази (r= 0,85) впродовж усього терміну 
експерименту. Ці результати узгоджуються зі 

О.О.Гончар, В.І.Носар, Л.В.Братусь, І.М.Тимченко, М.М.Стешенко, І.М.Маньковська

Рис. 3 Вплив жорсткої гіпоксії−реоксигенації на активність ферментів: а- Mn- супероксиддисмутази; б- глутатіонпе-
роксидази (1), глутатіонредуктази (2), та НАДФ-ізоцитратдегідрогенази (3) в мітохондріях печінки щурів. * Р<0,05 
відносно контролю
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значеннями експресії білка глутатіонперок-
сидази (рис. 4). Так, рівень експресії білка 
глутатіонпероксидази в мітохондріях печінки 
щурів з 1-ї по 14-ту добу експерименту був 
вище від контрольних значень (на 14-ту добу 
до 70%, Р<0,05), що свідчить про активізацію 
синтезу цього ферменту. Можна вважати, що 
індукція глутатіонпероксидази за таких умов 
є захисною реакцією на надмірне утворення 
кисневих метаболітів, які можуть активувати 
через різні сигнальні шляхи (Nrf2, NF-kB, 
АР-1 тощо) експресію антиоксидантних фер-
ментів, зокрема глутатіонпероксидазу [29]. 
Позитивна кореляція між рівнем експресії 
білка та активністю глутатіонпероксидази 
(r=0,78), активністю глутатіонпероксидази та 
вмістом Н2О2 (r=0,86) за умов довготривалої 
дії гіпоксії–реоксигенації засвідчує активне 
включення антиперекисних ферментів у 
процеси захисту клітин від окисного стресу. 
Збереження активності глутатіонредуктази за 
14-ту добу гіпоксії–реоксигенації, зумовлено, 
ймовірно, підвищенням активності ІЦДГ на 
14% (Р<0,05), а таким чином, і достатньою 
кількістю внутрішньоклітинних запасів 

НАДФН. Ці результати, а також позитивна 
кореляція активності глутатіонредуктази та 
НАДФ-ІЦДГ(r=0,76) дають змогу стверд-
жувати, що синтез НАДФН у НАДФ-ІЦДГ 
реакціях під час дії екстремальних факторів 
може бути одним із істотних джерел віднов-
лених еквівалентів у мітохондріях печінки 
щурів. 

За тривалої гіпоксії–реоксигенації ак-
тивність Мn-СОД була у межах контролю 
(див. рис. 3 а). Дослідження кількості білка 
Мn-СОД у мітохондріях печінки щурів імуно-
блотингом показало, що на 1, 3 та 7-му добу 
експерименту вона була нижче від контроль-
них значень і лише через 14 діб гіпоксії–ре-
оксигенації наближалася до контролю (див. 
рис. 4). Відомо, що додатковим важливим 
фактором, який впливає на редокс-середо-
вище матриксу мітохондрій, є баланс між ак-
тивністю пероксидаз і Mn-СОД [26, 28, 30]. У 
цьому дослідженні жорстка гіпоксія за різної 
тривалості в сеансах гіпоксії– реоксигенації 
призводила до зростання активності та кіль-
кості білка глутатіонпероксидаз та, навпаки, 
до зниження синтезу протеїну Mn-СОД. Така 

Енергетичний та антиоксидантний статус мітохондрій печінки щурів за умов гіпоксії-реоксигенації різної тривалості

Рис.4. Відносні показники експресії протеїну глутатіонпероксидази (1) та Mn-супероксиддисмутази (2 − MnСОД) у 
мітохондріях печінки тварин, що піддавалися впливу жорсткої гіпоксії−реоксигенації (рівень експресії протеїну у тварин 
контрольної групи прийнятий за 100%; n =8). * Р<0,05 відносно контролю
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динаміка антиоксидантних реакцій на фоні 
збереження підвищеного вмісту ТБК-АП та 
Н2О2 впродовж 1 та 7 – 14-ї доби щоденних 
сеансів жорсткої гіпоксії – реоксигенації 
свідчить про неповну збалансованість про – 
та антиоксидантних процесів у мітохондріях 
печінки щурів.

Отже, наші дослідження показали, що 
в процесі жорсткої гіпоксії– реоксигенації 
можна виділити декілька фаз зміни концен-
трації кортикостерону в крові щурів. Перша 
фаза відповідає періоду термінової адаптації, 
яка характеризується підвищенням вмісту в 
крові стрес-гормону. Відомо, що у цей період 
мобілізуються киснетранспортні системи 
(гіпервентиляція легень, зростання хвилин-
ного об’єму серця, підвищення артеріально-
го тиску), котрі направлені на збереження 
достатньої ефективності біологічного окис-
нення у тканинах. Розвивається стресорна 
реакція з активацією симпатико – адренало-
вої системи і системи АКТГ, мобілізацією 
енергетичних і пластичних ресурсів на межі 
фізіологічних можливостей, що не повною 
мірою забезпечує адаптаційний ефект [2, 3]. 
Друга фаза відповідає перехідній стадії. В 
мітохондріях печінки нормалізується про- –
антиоксидантний баланс: вміст вторинних 
продуктів ПОЛ і перекису водню, активність 
глутатіонпероксидази знижуються до кон-
трольних значень, відновлюється енергоза-
безпечення клітин печінки. Всі ці процеси 
відбуваються на тлі підвищеного вмісту 
кортикостерону в крові щурів. Якщо дія 
агента, котрий викликав реакції адаптації 
до гіпоксії, продовжується тривалий час, 
відбувається поступовий перехід від стро-
кової до довготривалої адаптації, протягом 
якого організм починає набувати підвищену 
стійкість до гіпоксії. Однак це відбувається 
за умов дії подразнюючого фактора помір-
ної сили [2, 3]. У нашому випадку тривала 
жорстка гіпоксії–реоксигенації призводила 
до поступового виснаження адаптаційних 
можливостей організму, про що свідчить 
різке зниження концентрації кортикосте-

рону в крові щурів, зростання перекисних 
та окисних процесів, дисбаланс у про- та 
антиоксидантних реакціях, зниження енер-
гетичних можливостей клітин печінки. 

ВИСНОВКИ

1. Вплив жорсткої гіпоксії–реоксигенації 
характеризується фазовими змінами кон-
центрації кортикостерону у крові щурів, що 
відповідає змінам у енергетичному обміні, а 
також у про- та антиоксидантному балансі у 
мітохондріях печінки щурів.

2. Короткотермінова гіпоксія–реоксигена-
ція з використанням 5% О2 у газовій суміші 
(1доба) призводила до значної активації 
прооксидантних процесів та енергетичного 
обміну за рахунок сукцинатоксидазного шляху 
у мітохондріях печінки щурів, інтенсивність 
яких знижувалася на 3-тю добу. Довготривала 
гіпоксія–реоксигенація (7 – 14-та доба) викли-
кала подальше зростання вмісту вторинних 
продуктів ПОЛ і зниження енергозабезпечен-
ня, що свідчить про підвищення в мітохондріях 
печінки щурів рівня оксидативних процесів.

3. Зростання активності НАДФ–ІЦДГ, 
глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, а 
також експресії білка глутатіонпероксидази за 
умов довготривалої дії гіпоксії–реоксигенації 
зумовлює активне залучення глутатіонових, 
а також НАДФН-генеруючих ферментів у 
процеси захисту від окисного стресу.

4. Зниження експресії білка Mn-СОД на 
фоні підвищеного вмісту ТБК-АП та Н2О2 під-
тверджує наявність неповної збалансованості 
про- та антиоксидантних процесів у мітохон-
дріях печінки щурів впродовж короткочасних 
і тривалих сеансів гіпоксії–реоксигенації.

О.А.Гончар, В.И.Носар, Л.В.Братусь,  
И.Н. Тимченко, Н.Н. Стешенко, И.Н.Маньковская 

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ И АНТИОКСИДАНТ-
НЫЙ СТАТУС МИТОХОНДРИЙ ПЕЧЕНИ 
КРЫС ПРИ ГИПОКСИИ−РЕОКСИГЕНАЦИИ 
РАЗЛИЧНОЙ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ

Исследовали динамику функциональной активности и экс-

О.О.Гончар, В.І.Носар, Л.В.Братусь, І.М.Тимченко, М.М.Стешенко, І.М.Маньковська
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Енергетичний та антиоксидантний статус мітохондрій печінки щурів за умов гіпоксії-реоксигенації різної тривалості

прессии белка антирадикальных Mn-супероксиддисмутаза 
(Mn-СОД), глутатион-зависимых (глутатионпероксидаза, 
глутатионредуктаза), НАДФН-генерирующих (НАДФ-и-
зоцитратдегидрогеназа) ферментов, а также энергетичес-
кого метаболизма (митохондриальное дыхание по Чансу) 
митохондрий печени крыс, которых подвергали жесткой 
гипоксии (5% О2) в сеансах гипоксии−реоксигенации раз-
личной продолжительности (1, 3, 7, 14 сут). Пролонгирова-
ная гипоксия−реоксигенация характеризовалась фазовыми 
изменениями концентрации кортикостерона в крови крыс, 
что соответствовало изменениям в энергетическом обмене, 
а также в про-и антиоксидантном балансе в митохондри-
ях печени крыс. Было показано, что кратковременная 
гипоксия− реоксигенация (1-е сутки) приводила к росту 
концентрации кортикостерона, а также к значительной 
активации прооксидантных процессов и энергетическо-
го обмена за счет сукцинатоксидазного пути окисления 
в митохондриях печени крыс, интенсивность которых 
снижалась на 3-и сутки. Продолжительная гипоксия−ре-
оксигенация (7−14-е сутки) приводила к постепенному 
истощению адаптационных возможностей организма, 
о чем свидетельствует резкое снижение концентрации 
кортикостерона в крови крыс, увеличение содержания 
вторичных продуктов перекисного окисления липидов, 
дисбаланс в про−и антиоксидантних реакциях, снижение 
энергетических возможностей клеток печени. В течение 
1−7-х суток эксперимента экспрессия белка глутатионпе-
роксидазы положительно коррелировала с содержанием 
Н2О2 и негативно с количеством белка Мn-СОД, и только 
на 14-е сутки ежедневных сеансов гипоксии−реоксиге-
нации функциональная активность и экспрессия белка 
Мn-СОД приближались к контрольным значениям. Рост 
активности глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы и 
НАДФН- изоцитратдегидрогеназы при продолжительной 
гипоксии−реоксигенации свидетельствует об активном 
включении глутатионовых, а также НАДФ-генерирующих 
ферментов в процессы антиоксидантной защиты. 
Ключевые слова: гипоксия−реоксигенация; митохондрии; 
антиоксидантные ферменты; экспрессия белка.

O.A.Gonchar1, V.I Nosar1, L.V.Bratus1, 
I.N.Туmchenko2, N.N.Steshenko1, I.N.Mankovska1

ENERGETIC AND ANTIOXIDANT STATUS 
OF RAT LIVER MITOCHONDRIA DURING 
HYPOXIA−REOXYGENATION OF 
DIFFERENT DURATION

Dynamics of changes in activity and protein expression of 
antiradical (MnSOD), glutathione-dependent (glutathione 
peroxidase,  glutathione reductase) and NADP+-generated 
(isocitrate dehydrogenase) enzymes as well as in the energy 
metabolism indeces in rat liver mitochondria under hypoxia−
reoxygenation of different duration (1, 3, 7 14 days) were 
studied. Prolonged hypoxia− reoxygenation was characterized 
by phase changes of the corticosterone concentration in 

rat blood, which corresponded to the changes in energy 
metabolism as well as in pro− and antioxidant balance in rat 
liver mitochondria. It has been shown that short−term (1day) 
hypoxia− reoxygenation (5% O2 in the gas mixture) led to 
an increase in the blood corticosterone concentration and 
a significant activation of oxidative processes and energy 
metabolism in rat liver mitochondria, the intensity of which 
was reduced to 3rd day. Long− term hypoxia − reoxygenation 
(7−14 th days) led to the gradual depletion of the organism 
adaptive capabilities, as evidenced by a significant decline 
in the blood corticosterone concentration,  an increase in 
the content of secondary products of lipid peroxidation, an 
imbalance in pro− and antioxidant reactions and reduction 
of energy capacity in liver cells mitochondria. It has been 
shown that the glutathione peroxidase protein expression 
and enzymatic activity increased constantly during the whole 
experimental period and correlated positively with the level of 
H2O2. The amount of Mn-SOD protein as well as it’s enzymatic 
activity was lower in the first seven days of experiment, and it 
was increased in consequent days up to the control level on 14th 
day. Increased activity of glutathione peroxidase, glutathione 
reductase and NADP+-dependent isocitrate dehydrogenase  
during prolonged hypoxia − reoxygenation indicates that 
glutathione- and NADPH-generating enzymes, were actively 
involved in the antioxidant protect. 
Key words: hypoxia−reoxygenation; mitochondria; antioxi
dative enzymes; protein expression. 
1O.O.Bogomoletz Institute of Physiology NAS of Ukraine, Kyiv;
2Kyiv Medical University of UAFM. 
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НАДФН-діафоразна активність  
у вентральному розі спинного мозку котів  
при гострому м’язовому запаленні
1О.П. Маньківська, 1А.В. Мазниченко, 1Н.О. Пількевич, 1В.О. Майський,  
2О.В. Власенко, 2О.В. Довгань
1Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України, Київ; 2Вінницький національний 
медичний університет ім. М.І. Пирогова МОЗ України; e-mail: elma4@ukr.net

Метою нашого дослідження було виявлення змін НАДФН-діафоразної (НАДФН-д) активності в 
поперековому відділі (L6/L7) спинного мозку у котів з унілатеральним гострим запаленням mm. 
gastrocnemius-soleus, викликаним внутрішньом’язовими ін’єкціями карагінану. Ефект однобічного 
запалення цього м’яза проявлявся в зростанні кількості НАДФН-д-реактивних нейронів як з іпси-, 
так і з контралатерального боків спинного мозку у проміжній (VII шар; 17,62 ± 2,7 та 20,67 ± 3,3) 
та медіальній (VIII шар; 7,3 ± 1,9 та 6,0 ± 2,1 відповідно) зонах вентральних рогів. Реєстрували 
також зниження кількості активованих клітин на іпсилатеральному боці в межах «ділянки навколо 
центрального каналу» (X шар). Виявлено посилення НАДФН-д реактивності в вентральних рогах з 
обох боків спинного мозку котів при унілатеральному м’язовому запаленні, а також наведення такої 
реактивності (контралатерально) в крупних мультиполярних нейронах, локалізованих у дорсальній 
частині проміжної сірої речовини. Передбачається, що при гострому м’язовому запаленні пластичні 
зміни в різних пластинах дорсальних і вентральних рогів активують процеси розгальмування 
внаслідок збільшення кількості НАДФН-д-реактивних нейронів у глибоких шарах сірої речовини 
вентральних рогів спинного мозку.
Ключові слова: спинний мозок; НАДФН-д-реактивні нейрони; м’язове запалення; карагінан; 
коти.
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ВСТУП

Запалення м’язів – міозит, часто виникає 
при їх травматичному пошкодженні і завжди 
супроводжується болем. Водночас м’язовий 
біль призводить до значної модуляції мотор-
них реакцій [1-3]. У наших попередніх працях 
було показано, що при унілатеральному запа-
ленні триголового м’яза литки у котів, викли-
каного внутрішньом’язовою інфільтрацією 
запального агента карагінану, виникають 
помітні зміни рівнів Fos-імунореактивності 
у поперекових сегментах спинного мозку, а 
електрична стимуляція нервів м’язів литки 
призводить до зростання амплітуди моноси-
наптичних рефлекторних розрядів і збуджен-
ня флексорів та екстензорів [2].

НАДФН-діафоразна активність у спин
ному мозку щурів і котів певною мірою 
відображає активність синтази оксиду азоту 
(NO-синтази) [4, 5]. При гострому м’язовому 
запаленні у котів нами зареєстровано помітне 
зниження такої реактивності у поверхневих 
шарах дорсального рогу на іпсилатерально-
му боці сегментів L6/L7 спинного мозку [3]. 
Великий інтерес представляє той факт, що 
популяція спінальних НАДФН-д-реактивних 
нейронів у щурів здатна забезпечувати под
війну реакцію – збільшення або зменшення їх 
числа у сірій речовині спинного мозку за та-
ких умов [2, 3, 6–9]. Проте даних щодо впливу 
гострого унілатерального запалення м’язів 
на рівень НАДФН-діафоразної активності у 
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зонах типової локалізації клітин Реншоу (VII 
та VIII шари вентрального рогу) у спинному 
мозку котів [11, 12] недостатньо.

Мета нашої роботи – оцінити рівень 
НАДФН-діафоразної активності інтерней-
ронів у зонах типової локалізації клітин 
Реншоу у різних шарах вентрального рогу 
поперекових сегментів L6/L7 спинного моз-
ку котів за умови розвитку унілатерального 
гострого міозиту mm. gastrocnemius-soleus.

МЕТОДИКА

Досліди проведено на 7 дорослих котах 
масою 2,5–4,5 кг, які були поділені на 2 
групи: до I контрольної групи ввійшли 
інтактні тварини (n=3); до II дослідної групи 
– тварини, яким внутрішньом’язово вводили 
карагінан у mm. gastrocnemius-soleus (n=4). 
Тварин дослідної групи легко наркотизували 
ефірно-галотановою газовою сумішшю. 
Гостре м’язове запалення у них викликали 
інфільтрацією у mm. gastrocnemius-soleus  
2 %-го розчину карагінану («Sigma», США). 
Запальний/больовий подразник вводили 
через тонку металеву голку у три головки 
цього м’яза лівої задньої кінцівки (три ін’єкції 
по 0,5 мл). Всі експериментальні процедури 
проводилися згідно з Європейською Дирек
тивою Ради Громад від 24 листопада 1986 
р. (86/609/EEC), а також у повній відпо-
відності до Закону України від 21.02.2006,  
№ 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого 
поводження».

Котів обох груп під глибоким наркозом 
(пентобарбітал натрію, 90 мг/кг, «Sigma», 
США, внутрішньоочеревинно) перфузували 
інтракардіально через висхідну аорту спочат
ку сольовим фосфатним буфером, який 
містив 0,2 % нітриту натрію та 25000 од/л 
гепарину; потім продовжували перфузію  
4 %-им парафольмальдегідом, розчиненим у 
0,1 моль/л фосфатного буферу (ФБ; рН 7,4). 
Поперекове потовщення спинного мозку 
(сегменти L6 і L7) кожної тварини швидко 
виділяли та додатково фіксували протягом 

12 год, надалі для кріопротекції витримували 
48 год при 4 °С в 30 %-му розчині сахарози 
у ФБ. На заморожуючому мікротомі були 
зроблені зрізи вказаних сегментів спинного 
мозку товщиною 40 мкм. Для гістохімічного 
забарвлення НАДФН-д-реактивних нейронів 
зрізи витримували 3 год при 37 °С у 0,1 
моль/л ФБ (рН 7,4), який містив 0,3 % 
детергенту (Triton X–100, «Sigma», США), 0,2 
мг/мл нітроблакитного тетразолію («Sigma», 
США) та 0,5 мг/мл редукованого β-НАДФН 
(«Sigma», США) [5]. Для інтенсифікації 
гістохімічного забарвлення NO-генеруючих 
нейронів, відростків і аксонних терміналей, 
у барвний розчин було додано динатрієву 
сіль яблучної кислоти (1,2 мг/мл, «Sigma», 
США) [13]. Підрахунок мічених нейронів у 
вентральному розі в окремих фронтальних 
зрізах поперекового потовщення спинного 
мозку проводили під світловим мікроскопом 
при збільшеннях у 100 та 250 разів, а їх лока-
лізацію визначали за атласом спинного моз-
ку кота [14]. НАДФН-д-реактивні нейрони 
ідентифікували у зрізах мозку за блакитним 
забарвленням їх цитоплазми.

Середню кількість НАДФН-д-реактив-
них інтернейронів ± стандартна похибка 
середнього (на зріз) в окремих шарах сірої 
речовини спинного мозку (VII, VIII та X) 
підраховували у 10–15 зрізах сегментів L6/
L7 кожної тварини обох груп як з іпси-, так і 
з контралатерального боків спинного мозку. 
Порівнювали середні кількості забарвлених 
клітин у різних шарах вентрального рогу 
тварин за допомогою двопараметричного 
статистичного дисперсійного аналізу варіацій 
(ANOVA). Якщо міжгрупові відмінності були 
знайдені (Р<0,05), застосовували апосте
ріорний критерій Ньюмена-Кеулса.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

У тварин контрольної групи у шарах VII 
та VIII сірої речовини вентрального рогу 
реєстрували тільки невелику кількість 
НАДФН-д-реактивних нейронів (2–7 акти
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вованих нейронів на зріз), а у шарі Х близь
ко 10 таких клітин. У котів дослідної групи 
через 4 год після внутрішньом’язових ін’єк
цій карагінану і розвитку гострого уніла
терального м’язового запалення було заре-
єстровано вірогідне збільшення (відносно 
контролю) кількості активованих нейронів у 
VII та VIII шарах вентрального рогу з обох 
боків мозку. Максимальне значення цього 
показника було у проміжній сірій речовині  
(VII шарі) як на іпси-, так і на контралате
ральному боках спинного мозку (17,62 ± 2,7 
та 20,67 ± 3,3 відповідно). У меншій кількості 
НАДФН-др-нейрони були виявлені з обох 
боків мозку у шарі VIII (7,3 ± 1,9 та 6,0 ± 2,1) 
та «ділянці навколо центрального каналу» 
(шар X; 5,3 ± 2,1 та 12,6 ± 4,1 відповідно). 
М’язове запалення також призводило до 
незначного іпсилатерального (відносно боку 
запалення м’яза) зниження рівня НАДФН-
д-реактивності нейронів, локалізованих у 
сірій речовині вентрального рогу сегментів 
L6/L7 (рис. 1). Відмітимо збільшення частки 
інтенсивно забарвлених (з високим рівнем 

НАДФН-д реактивності) нейронів (біль-
ше ніж 70 %) на контралатеральному боці 
мозку відносно частки слабо забарвлених 
нейронів (менше ніж 30 %) в усіх дослі-
джуваних шарах спинного мозку тварин з 
внутрішньом’язовими ін’єкціями карагінану 
(див. рис. 1). У тварин контрольної групи 
медіальні та латеральні моторні ядра (шар 
IX) не містили в собі НАДФН-д-реактив
них нейронів (інтернейронів або мотоней
ронів). Однак у котів дослідної групи на 
контралатеральному боці спинного мозку 
реєструвалися поодинокі мічені фузіформні і 
мультиполярні інтернейрони малих розмірів 
(діаметром менше 15 мкм), які розташовували-
ся у нижній частині медіальних моторних ядер.

Просторовий розподіл мічених нейронів є 
дуже нерівномірним як у дорсовентральному, 
так і медіолатеральному напрямках (рис. 2). 
Максимальне їх скупчення спостерігалося 
у дорсальній частині шару X на контрала
теральному боці спинного мозку. Відмітимо, 
що не всі виявлені нейрони мали однаковий 
ступінь забарвлення. У вентральній ділянці 

НАДФН-діафоразна активність у вентральному розі спинного мозку котів при гострому м’язовому запаленні

Рис. 1. Середня кількість НАДФН-д-реактивних нейронів у VII, VIII та X шарах вентрального рогу сегментів L6/L7 
контрольних тварин (1) та котів з м’язовими ін’єкціями карагінану з іпси- (2) та контралатерального (3) боків спинного 
мозку. *P≤0,05 – вірогідність кількості мічених нейронів у котів дослідної групи відносно контролю; **P≤0,05 – 
вірогідність у котів дослідної групи між іпси- та контралатеральним боками спинного мозку. Темно-сірі і світло-сірі 
частки стовпчиків – нейрони з високим і низьким рівнем НАДФН-д реактивності, відповідно
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шару VII на контралатеральному боці моз
ку реєструвалося велике скупчення слабо
забарвлених мультиполярних і фузіформних 
клітин малих розмірів. За морфологічними 

ознаками (форма та розмір) і за місцем 
розташування можна припустити, що такі 
нейрони є гальмівними клітинами Реншоу 
(див. рис. 2, г). Цікавою знахідкою було ви-
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Рис. 2. Мікрофотографії НАДФН-д-реактивних нейронів у фронтальному зрізі вентральних рогів поперекового сегменту 
L7 спинного мозку кота з м’язовою ін’єкцією карагінану. Зони локалізації позитивних нейронів зі слабкою діафоразною 
реактивністю (білі стрілки) та високою діафоразною реактивністю (чорні стрілки) у шарах VII – X вентрального рогу 
позначені на (а) пунктирними лініями і представлені при великому збільшенні. На (б) – позитивні нейрони в дорсальній 
частині X шару; на (в) – позитивні нейрони в VII шарі; на (г) – типові фузіформні «Реншоу-подібні» клітини (білі стрілки) 
зі слабкою діафоразною активністю та мотонейрон великого розміру (подвійна біла стрілка). VI – X – шари сірої речовини 
спинного мозку; ВК, ДК, ЛК – вентральний, дорсальний та латеральний канатики спинного мозку; ЦК – центральний канал
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явлення мультиполярних нейронів великих 
розмірів (25–50 мкм у діаметрі) у дорсальній 
частині шару VII з обох боків спинного мозку 
досліджуваних сегментів (див. рис. 2, а, в).  
Була знайдена різниця в білатеральному роз
поділі таких великих мультиполярних нейро
нів з вірогідним перевищенням їх кількості 
на контралатеральному боці мозку (рис. 3, 
а, б). У цих клітин вторинні розгалуження 
дендритів по всьому їх подовженні мали 
намистоподібні потовщення, що може бути 
структурною основою для передачі сигналу 
NO на інші інтернейрони дорсальної частини 
сірої речовини, які локалізовані у зоні 
розгалуження дендритів таких клітин. Слід 
зазначити і контралатеральне домінування в 
локалізації інтенсивно забарвлених «Реншоу-
подібних» клітин та інших інтернейронів 
у проміжній сірій речовині та медіальній 

зоні шару VIII спинного мозку тварин з 
унілатеральним м’язовим запаленням (див. 
рис. 3, в).

У попередніх дослідженнях [2, 3] із ви
явлення у спинному мозку котів нейронів із 
Fos-імунореактивністю було знайдено, що за 
умов розвитку міозиту у центральній зоні сірої 
речовини вентрального рогу сегментів L6/L7 
забарвлені на Fos ядра великих нейронів були 
перемішані із веретено- та паличкоподібними 
ядрами клітин малого розміру (понад 5 мкм). 
Такі клітини є глієподібними, очевидно, 
мікроглія та астроцити. Розповсюдження 
активності цих клітин у шарах вентрального 
рогу (VII, VIII та X), а також, частково, 
і в моторні ядра (шар IX) при розвитку 
болю та різкої активації нейронів у верхніх 
шарах дорсального рогу, може розглядатися 
як один з елементів повторної нейронної 

НАДФН-діафоразна активність у вентральному розі спинного мозку котів при гострому м’язовому запаленні

Рис. 3. Середня кількість великих мультиполярних НАДФН-д-реактивних нейронів у спинному мозку котів під час роз-
витку гострого м’язового запалення в одиночному зрізі (а) та схема ламінарного розподілу таких нейронів (б; зірочки; 
загальна кількість клітин у 10 зрізах мозку); схема пошарового розподілу інтенсивно забарвлених (чорні кружечки), 
слабо забарвлених (білі кружечки) інтернейронів і великих мультиполярних нейронів (зірочки) у VII та VIII шарах 
вентрального рогу (в; загальна кількість клітин у 2 зрізах мозку)
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активації у спинному мозку під час розвитку 
гострого або хронічного міозиту [3, 15 – 
17]. Треба також зазначити, що глія per se і 
глія – нейронна сигналізація беруть участь 
у підвищенні ноцицептивної передачі у 
спинному мозку [18]. У нашому досліджен-
ні виявлено контралатеральне збільшення 
НАДФН-д реактивності у проміжній сірі 
речовині вентрального рогу сегментів L6/
L7. У цій зоні зареєстровані інтернейрони 
та великі мультиполярні нейрони, що свід
чить про пластичні зміни у сірій речовині 
вентрального рогу котів при розвитку гост
рого м’язового запалення [9].

Таким чином, отримані нами результати 
гістохімічних досліджень прямо свідчать про 
те, що гостре запалення mm. gastrocnemius-
soleus у котів призводить до значного підви
щення кількості НАДФН-д-реактивних 
нейронів у шарах VII і VIII вентрального 
рогу L6/L7-сегментів спинного мозку. Раніше 
було встановлено, що НАДФН-д-реактивні 
нейрони в усіх шарах вентрального рогу і зоні 
навколо центрального каналу є або ГАМК-, 
або гліцинергічними – тобто гальмівними 
[19]. Отже, виявлене нами збільшення кіль-
кості таких гальмівних нейронів у шарах вен-
трального рогу може відображати пластичні 
зміни у спинному мозку при гострому м’я-
зовому запаленні. Представлені результати 
показують вірогідне збільшення кількості 
НАДФН-д-реактивних нейронів у VII і 
VIII шарах вентрального рогу та індукцію 
такої реактивності на контралатеральні 
великі (більше ніж 25 мкм у діаметрі) 
мультиполярні нейрони дорсальної частини 
проміжної зони сірої речовини за умов 
запалення м’язу кінцівки у котів. Можна 
припустити,  що при гострому міозиті 
пластичні зміни у різних шарах дорсального 
і вентрального рогів активують процеси 
розгальмування внаслідок збільшення кіль
кості гальмівних NO-генеруючих (НАДФН-
д-реактивних) нейронів у глибоких шарах 
сірої речовини вентральних рогів спинного 
мозку котів.

Автори роботи висловлюють щиру подяку ст. 
наук. співр. Інституту фізіології ім. О.О. Бо
гомольця НАН України Пілявському О.І. за до-
помогу у проведенні експериментальної частини 
дослідження.
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НАДФН-ДИАФОРАЗНАЯ РЕАКТИВНОСТЬ 
В ВЕНТРАЛЬНОМ РОГЕ СПИННОГО МОЗ-
ГА КОТОВ ПРИ ОСТРОМ МЫШЕЧНОМ 
ВОСПАЛЕНИИ

Целью нашего исследования было изучение изменений 
НАДФН-диафоразной реактивности в поясничном отделе 
(L6/L7) спинного мозга у котов с односторонним острым 
воспалением mm. gastrocnemius-soleus, вызванного 
внутримышечным введением каррагинана. Эффект одно-
стороннего мышечного воспаления выражался в достовер-
ном росте количества НАДФН-д-реактивных нейронов как 
на ипси-, так и на контралатеральной сторонах спинного 
мозга кошек в промежуточной (VII слой; 17,62 ± 2,7 и 
20,67 ± 3,3) и медиальной (VIII слой; 7,3 ± 1,9 и 6,0 ± 2,1 
соответственно) зонах вентральных рогов. Регистрировали 
также заметное снижение количества реактивных клеток 
на ипсилатеральной стороне в пределах “области вокруг 
центрального канала” (X пластина). Выявлено повышение 
НАДФН-д-реактивности в вентральных рогах с обеих 
сторон спинного мозга кошек при одностороннем 
остром мышечном воспалении и также индукция 
такой реактивности (контралатерально) на крупные 
мультиполярные нейроны, локализованные в дорсальной 
части промежуточного серого вещества. Предполагается, 
что при остром миозите пластические изменения в 
различных пластинах дорсальных и вентральных 
рогов активируют процессы растормаживания за счет 
увеличения количества NOS-содержащих/НАДФН-д-
реактивных нейронов в глубоких слоях серого вещества 
вентральных рогов спинного мозга.
Ключевые слова: спинной мозг; НАДФН-д-реактивные 
нейроны; мышечное воспаление; каррагинан; коты.
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NADPH-DIAPHORASE REACTIVITY IN THE 
VENTRAL HORN OF THE FELINE SPINAL 
CORD DURING ACUTE MUSCLE INFLAM
MATION

The aim of this research was to reveal the changes in the 
NADPH-d reactivity in the lumbal spinal cord (L6/L7) of 
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cats with unilateral acute myositis of the mm. gastrocnemius-
soleusafter intramuscular injections of carrageenan. The effect 
of unilateral muscle inflammation was expressed in a signifi-
cant increase in the number of NADPH-d-reactive neurons in 
ipsilateral and contralateral intermediate (lamina VII; 17,62 ± 
2,7 and 20,67 ± 3,3) and medial (lamina VIII; 7,3 ± 1,9 and 6,0 
± 2,1 respectively)zones of the ventral horns. However, a clear 
decline of the reactive cells was recorded on the ipsilateral side 
within the area around the central canal (lamina X). An increase 
in the NADPH-d reactivity within the ventral horns on both 
sides on the spinal cord and the induction of such reactivity 
(contralaterally) in large multipolar neurons localized in the 
dorsal part of the intermediate zone were revealed in cats with 
unilateral acute muscle inflammation. It is hypothesized, that 
during acute myositis, plastic changes in different layers of the 
dorsaland ventral horns activate the processes of disinhibition 
due to an increase in the number of NOS-containing/NADPH-
d-reactive neurons in the spinal gray matter.
Key words: spinal cord; NADPH-d-reactive neurons; muscle 
inflammation; carrageenan; cats.
1O.O. Bogomoletz Institute of Physiology, NAS of Ukraine, 
Kyiv; 2Pirogov National Medical University, MPH of Ukraine, 
Vinnitsa
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Досліджено дію кверцетину (у вигляді модифікованої форми – корвітину) на об’ємну швидкість 
кровотоку (ОШК) у тканині підшлункової залози, печінки та слизової оболонки шлунка (СОШ) 
щурів з гострим панкреатитом (ГП), викликаним введенням L-аргініну. ОШК визначали методом 
кліренсу водню з електрохімічною його генерацією за допомогою полярографа LР-9 (Чехія). Впро-
довж перших 10 діб з моменту моделювання ГП у зазначених органах спостерігалося поступове 
зменшення порівняно з інтактними тваринами ОШК на 42% (Р<0,01) в підшлунковій залозі, на 61% 
(Р<0,001) у печінці, на 64% (Р<0,001) у СОШ, тобто, найбільш істотні зміни відбувалися в слизовій 
шлунка, найменші – в тканині підшлункової залози. На відміну від контрольної групи тварин, у яких 
моделювали ГП і протягом 20 діб вводили лише фізіологічний розчин, застосування корвітину (5 
мг/кг, раз на добу, з 11-ї до 20-ї доби експерименту) у тварин з ГП тією чи іншою мірою сприяло 
відновленню ОШК в усіх досліджуваних органах: в підшлунковій залозі – повною мірою, в печінці 
та в шлунку – частково. Виходячи з одержаних результатів, корвітин можна рекомендувати як 
засіб часткової чи цілковитої корекції порушень кровотоку, які виникають в підшлунковій залозі та 
інших органах травної системи при ГП, що може покращувати функціональний стан цих органів 
на ранніх стадіях хвороби та прискорювати повне відновлення їх функцій. 
Ключові слова: L-аргінін; гострий панкреатит; підшлункова залоза; печінка; слизова оболонка 
шлунка; корвітин; об’ємна швидкість кровотоку.

ВСТУП

Гострий панкреатит (ГП) або запалення під-
шлункової залози – важке захворювання з 
високим рівнем летальності, патогенез якого 
й досі досконало не вивчений, тому методів 
і засобів лікування наразі бракує. Однією з 
причин, яка не дає змоги більш повно до-
слідити патофізіологічний механізм ГП, є 
складність одержання клінічних даних від 
пацієнтів на найбільш небезпечних ранніх 
стадіях хвороби – у перші години чи дні. ГП 
лишається серйозним захворюванням ще й 
через ускладнення, які його супроводжують, 
у першу чергу – це мультиорганні та мульти-
системні порушення функцій [1]. Патологічні 
процеси в підшлунковій залозі викликані не 
лише активованими панкреатичними фер
ментами та посиленою продукцією медіаторів 

запалення [2], а й ішемією підшлункової за-
лози. Оскільки тканина підшлункової залози 
не має компенсаторного резерву, вона є дуже 
чутливою до ішемічного стресу. Порушення 
кровотоку в залозі провокує інтерстиційні 
крововиливи, вазоконстрикцію, збільшення 
проникності судинної стінки і в’зкості крові, 
зростання взаємодії лейкоцитів із клітинами 
ендотелію, формування внутрішньосудин-
них тромбів, і, як результат, набряк ткани-
ни, деструкцію панкреатичної паренхіми і 
дрібних судин [3, 4]. L-аргінінову модель 
ГП вважають найбільш придатною для до-
слідження екстрапанкреатичних ушкоджень 
органів та їх патомеханізмів. При ураженні 
підшлункової залози патологічним процесом 
одночасно зі зміною в ній об’ємної швидко-
сті кровотоку (ОШК) вже на ранніх стадіях 
хвороби зменшується циркуляція крові в 
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капілярній системі інших органів, зокрема 
в серці, головному мозку, м’язах, легенях, 
нирках, шлунку, печінці та кишечнику, що 
призводить до порушення їх функцій. Якщо 
такі макродинамічні показники, як серцевий 
викид чи рівень артеріального тиску відносно 
легко нормалізуються, то зміни органної мі-
кроциркуляції є більш стійкими, і в розвитку 
синдрому мультиорганної дисфункції вони 
стають небезпечним фактором [5–7]. Експе-
риментальні дані свідчать, що застосування 
кверцетину полегшує перебіг ГП і запобігає 
виникненню ускладнень цієї небезпечної 
хвороби [8]. Перш ніж залучити розчинний 
аналог кверцетину до наших досліджень, 
ми ознайомилися з його терапевтичними 
та біохімічними ефектами, що дало змогу 
спрогнозувати перспективність застосування 
цього засобу у вирішенні проблеми ліку-
вання ГП. Корвітин – сполука нетоксична, 
без шкідливих побічних ефектів, отже його 
використання безпечне для хворих. Корвітин 
зберігає всі властивості кверцетину, тому він 
має потужні антиоксидантні властивості, які 
сприяють нормалізації функцій ендотелію 
судин і відновленню кровотоку в органах 
[9]. Сам кверцетин регулює в’язкість крові 
й плазми, вміст фібриногену й агрегації 
еритроцитів [10], проявляє антикоагуляційні 
й антизапальні властивості [11], є сильним 
антиапоптотичним засобом [12]. Він також 
викликає розширення кровоносних судин із 
залученням NO, водночас пригнічуючи син-
тез і вивільнення ендотеліну-1 з ендотеліо-
цитів [13]. Раніше ми показали, що корвітин 
суттєво збільшує кровотік у слизовій обо-
лонці шлунка (СОШ) та в печінці інтактних 
щурів [14, 15]. Вплив цієї сполуки на стан 
кровотоку в підшлунковій залозі та інших 
органах системи травлення при ГП раніше 
ніхто не вивчав. Все викладене вище стало 
підгрунтям для обрання нами створеного на 
основі кверцетину препарату корвітин для 
корекції патологічних змін, що відбувають-
ся при ГП як в підшлунковій залозі, так і в 
прилеглих органах.

Метою нашої роботи було з’ясувати зміни 
ОШК у підшлунковій залозі, печінці та шлун-
ку щурів на ранніх стадіях ГП, викликаного 
дією L-аргініну, та можливість корекції їх 
корвітином. 

МЕТОДИКА

Всі експерименти проводили з дотриманням 
існуючих Міжнародних принципів Євро-
пейської конвенції про захист тварин, що ви-
користовуються в експериментах (Страсбург, 
1986). Робота виконана в гострих дослідах 
на щурах-самцях масою 230-280 г, які знахо-
дилися в стандартних умовах віварію і яких 
напередодні експерименту витримували про-
тягом ночі на голоді, але з вільним доступом 
до водопровідної води. ГП викликали вну-
трішньоочеревинною ін’єкцією L-аргініну 
виробництва “Sigma-Aldrich“ (США) [16]. 
При застосуванні L-аргініну в кількості 
500 мг/100 г ми спостерігали загибель 90% 
тварин, а при дозі 200 мг/100 г, яку ми вико-
ристали в нашому експерменті, смертність 
тварин становила 20%, причому гинули вони 
протягом першої доби після ін’єкції. При 
дослідженні кожного органа щурів довільно 
розподіляли на 5 груп, по 7 тварин у кожній: 
І група – інтактні тварини (ін’єкція фізіо-
логічного розчину); ІІ група – контрольні 
(L-аргінін, ГП, ін’єкція фізіологічного роз-
чину впродовж 20 діб); ІІІ група – L-аргінін, 
ГП, 1 доба; ІV група – L-аргінін, ГП, третя 
доба; V група – L-аргінін, ГП, десята доба; 
VІ група – L-аргінін, ГП і корвітин, з 10-ї 
по 20-ту добу. Зареєструвати ОШК у СОШ 
щурів через добу після моделювання ГП не 
вдалося через значні крововиливи, тому в 
шлунку дослідження проводили лише через 
3 і 10 діб. Щурів наркотизували уретаном (1 
г/кг, внутрішньоочеревинно). Після анестезії 
проводили лапаротомію для того, щоб одер-
жати доступ до підшлункової залози, печінки 
чи шлунка. ОШК визначали методом кліренсу 
водню з електрохімічною його генерацією 
за допомогою полярографа LР-9 (Чехія), 
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електричний сигнал від якого подавали на 
реєстратор Н.071.6М [17]. У світовій науко-
вій практиці стан кровообігу в органах часто 
вимірюють такими методами, як прижиттєва 
флуоресцентна мікроскопія та допплеро-
метрія. За допомогою останнього методу 
вдається реєструвати швидкість кровотоку 
лише в поверхневому шарі органів (глибиною 
до 1 мм), де він, як правило, значно менший, 
ніж у товщі органної тканини, а тому, на нашу 
думку, результати отримані цим методом не-
адекватно відображають значення швидкості 
тканинного кровотоку як в підшлунковій 
залозі, так і в інших органах. З іншого боку, 
метод водневого кліренсу з електрохімічною 
генерацією водню, який застосовуємо ми, дає 
змогу за допомогою платинових голкових 
електродів реєструвати ОШК у будь-яких 
ділянках товщі різних органів і тканин, а не 
лише в їх поверхневому шарі, і тому є більш 
об’єктивним. Ми вимірювали зміни ОШК у 
підшлунковій залозі, печінці й шлунку. Було 
використано корвітин виробництва Борща-
гівського хіміко-фармацевтичного заводу (м. 
Київ). Щурам відповідних груп (див. вище) 
препарат вводили внутрішньоочеревинно у 
вигляді ін’єкцій в дозі 5 мг/кг, раз на добу. 
Починали введення через 10 діб з моменту за-
стосування L-аргініну. Всього було зроблено 
10 таких ін’єкцій. Після закінчення досліду 
евтаназію щурів здійснювали введенням 
підвищеної дози наркозу.

Статистичну обробку результатів прово-
дили із застосуванням методів варіаційної 
статистики, вірогідність відмінностей показ-
ників оцінювали за критеріями t Стьюдента 
і Манна-Уітні. Вірогідними вважали зміни 
при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Одержані результати свідчать, що у щурів 
з панкреатитом ОШК зменшувалася в усіх 
досліджуваних органах, причому зміни ці 
впродовж 10 діб спостережень з моменту 
введення тваринам L-аргініну поступово 

посилювалися. Так, якщо у щурів інтактної 
групи ОШК у підшлунковій залозі становив 
37,0±3,6 мл/100г•хв, то у щурів з ГП через 
добу з моменту моделювання патології цей 
показник зменшувався на 12% (до 32,8±5,2 мл/
хв•100г), через 3 доби – на 29% (до 26,2±2,8 
мл/хв•100г; Р<0,05), через 10 діб – на 42% (до 
21,5±2,3 мл/хв•100г; Р<0,01). Після 20-ї доби 
патології ОШК була меншою від такої у ін-
тактних тварин на 32,7% (24,9±1,4 мл/хв•100г; 
Р<0,05; рис. 1). Одночасно зі зниженням ОШК 
в підшлунковій залозі експериментальних 
тварин спостерігали виражені ознаки інтерсти-
ційного набряку та масивні крововиливи. На 
3 окремих групах тварин з ГП у підшлунковій 
залозі, печінці та шлунку досліджували дію 
корвітину на ОШК. Остання в підшлунковій 
залозі порівняно з інтактною групою повністю 
відновилася, тоді як спонтанного повернення 
до норми не відбулося.

З’ясувалося, що ОШК в печінці щурів 
з L-аргініновою моделлю ГП у динаміці 
впродовж 10 діб спостережень порівняно з 
інтактними щурами суттєво зменшувалася, 
зокрема, через добу з моменту розвитку па-
тології – на 53,3 % (зі 105,1±6,9 у нормі до 
49,1±7,6 мл/хв•100г; Р<0,001), через 3 доби – 
на 53,0 % (до 49,5±9,5 мл/хв•100г; Р<0,001), а 
через 10 діб – на 61% (до 41,0±6,8 мл/хв•100г; 
Р<0,001). Після 10-добового застосування 
корвітину ОШК у печінці значно збільшилася 
і була меншою від такої у щурів інтактної групи 
на 23,1% (80,8±1,6 мл/хв•100г; Р<0,001), тоді 
як у контрольній групі – на 44,7% (58,1±6,4 
мл/хв•100г; Р<0,001; рис. 2).

ОШК у СОШ тварин з ГП, як і в інших 
досліджуваних нами органах, зменшувалася 
впродовж усього періоду спостереження (10 
діб). Так, через 3 доби з моменту моделю-
вання патології вона зменшилася порівняно з 
інтактними тваринами на 57% (з 61,8±9,0 до 
26,6±5,6 мл/хв•100г; Р<0,001), а через 10 діб 
– на 64% (до 22,3±1,2 мл/хв•100г; Р<0,001). 
Слід зазначити, що у тварин з ГП ефект кор-
вітину на ОШК у СОШ був значно меншим, 
ніж у підшлунковій залозі чи печінці, і після 
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завершення курсу ін’єкцій препарату ОШК 
відновилася до 59,2% від такої у інтактних 
щурів (36,3±2,6 мл/хв•100г; Р<0,001). Проте 
без корвітину ОШК у СОШ за 20 діб не від-
новилася і сягала лише 39,8% щодо значень 
у інтактних тварин (24,6±1,9 мл/хв•100г; 
Р<0,001) (рис. 3). 

Ми фактично дослідили вплив L-аргініну 
в дозі 200 мг/100 г на стан тканинного крово-
току в підшлунковій залозі, печінці та шлунку 
щурів, а також захисний ефект корвітину. 
Автори, які використовували подібну модель 
у своїх дослідженнях, зазвичай модифікува-
ли цей метод індукції ГП залежно від того, 

Кровотік в органах травлення щурів з гострим панкреатитом за умов застосування корвітину 

Рис. 1. Значення об’ємної швидкості кровотоку в підшлунковій залозі щурів залежно від часу, що пройшов з моменту 
першої ін’єкції L-аргініну та внаслідок корекції корвітином: 1 – інтактна група; 2 – через 1 добу; 3 – через 3 доби; 4 – 
через 10 діб; 5 – через 20 діб, контроль (L-аргінін і фізіологічний розчин); 6 – через 20 діб (L-аргінін і корвітин). *Р<0,05, 
**Р<0,01 порівняно з інтактними тваринами; **Р<0,01 порівняно з групою 1; ***Р<0,001 порівняно з групою 5
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Рис. 2. Зміни об’ємної швидкості кровотоку в печінці щурів залежно від терміну, що пройшов з моменту введення 
L-аргініну з метою моделювання гострого панкреатиту та внаслідок застосування корвітину: 1 – інтактна група; 2 – через 
1 добу; 3 – через 3 доби; 4 – через 10 діб; 5 – через 20 діб, контроль, L-аргінін і фізіологічний розчин; 6 – через 20 діб, 
L-аргінін і корвітин. ***Р<0,001 порівняно з інтактними тваринами; **Р<0,01 порівняно з групою 5
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яку задачу вони перед собою ставили. Тих, 
хто намагався використати дозу L-аргініну 
більшу ніж 500 мг/100 г, спіткала невдача, 
оскільки майже всі тварини гинули протягом 
перших годин з моменту ін’єкції. Більшість 
дослідників, які вивчали патофізіологічні 
механізми панкреатиту, використовували 
дозу L-аргініну 2•250 мг/100 г з інтервалом 
в 1 год [4]. З іншого боку, якщо потрібно 
вивчити швидкість відновлення функцій ПЗ 
після виникнення ГП, залучають менші дози 
L-аргініну, зокрема 200 мг/100 г [18, 19]. 
Вивчення ефектів L-аргініну залежно від часу 
дає можливість дослідити різні фази розвитку 
цієї хвороби. Раніше було встановлено, що 
спонтанне відновлення функцій підшлунко-
вої залози після ГП, індукованого ін’єкцією 
L-аргініну 200 мг/100 г, відбувається впро-
довж 6 міс [20]. Проте мова тут іде про такі 
маркери панкреатиту, як амілаза, ліпаза, глю-
коза в крові, гістологічні дослідження, тоді як 
ОШК не вивчалася. Наші результати частково 
узгоджуються з даними інших авторів, які 
також спостерігали порушення кровотоку в 
органах системи травлення як при легкій, так 
і при некротичній формі панкреатиту [4]. У 
представленій роботі найбільш істотні зміни 

ОШК ми спостерігали в шлунку і найменші 
– в підшлунковій залозі. Hotz [21] взагалі не 
виявив змін капілярного кровообігу в залозі 
при ГП, хоча в інших відділах гастроінтести-
нального тракту вони були добре виражені. З 
іншого боку, Dobosz [6] найнижчі значення 
швидкості кровотоку при панкреатиті спо-
стерігав саме в підшлунковій залозі, а не в 
печінці чи шлунку. Deng показав [23], що ГП 
супроводжується рівнозначним зниженням 
мікроциркуляції як в підшлунковій залозі, 
так і в шлунку. Загалом печінка виявляється 
першим органом-мішенню, на який припадає 
головний удар панкреатогенної токсемії у 
вигляді активованих панкреатичних і лізо-
сомальних ферментів, біологічно активних 
речовин, токсичних продуктів розпаду па-
ренхіми підшлункової залози при некробіозі 
і активації калікреїнкінінової системи [24]. 
Печінкова недостатність зустрічається у кож-
ного четвертого хворого на панкреонекроз, 
стаючи причиною смерті в 40% випадків 
[25]. Агресія ендотоксинів викликає зміни 
гістоструктури гепатоцитів, інтенсивності 
синтезу ДНК у гепатоцитах і їх проліферації, 
вмісту в них глікогену, а також блокаду ме-
таболізму гепатоцитів вже на ранніх стадіях 
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Рис. 3. Об’ємна швидкість кровотоку в слизовій оболонці шлунка щурів залежно від часу, що пройшов з початку розвитку 
гострого панкреатиту та застосування корвітину: 1 – інтактна група; 2– через 3 доби; 3 – через 10 діб; 4 – через 20 діб, 
контроль (L-аргінін і фізіологічний розчин); 5 – через 20 діб, L-аргінін і корвітин. ***Р<0,001 порівняно з інтактними 
тваринами; *Р<0,05 порівняно з групою 4

1 32 4 5

***,*

0

10

20

30

40

50

60

мл.хв-1.100 г-1

***

*** ***

70

80



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 658

розвитку ГП [26]. Помічено, що такі зміни 
відбуваються одночасно з порушенням при 
ГП печінкового кровотоку [27]. Наша робота 
демонструє, що корвітин впродовж 10 діб 
повністю нормалізує ОШК у підшлунковій 
залозі, порушену в процесі розвитку ГП, і 
значно покращує таку в печінці, менше – в 
шлунку, проте без корвітину відновлення 
кровотоку в досліджуваних нами органах 
відбувалося набагато повільніше. Механiзми, 
за допомогою яких L-аргінін викликає пан-
креатит, повністю не розкриті. Раніше нами 
було встановлено, що у відповідь на введення 
5 мг/кг корвітину ОШК у печінці та шлунку 
інтактних щурів збільшувалася на 100 і 89% 
відповідно [14, 15]. Підсумовуючи існуючі 
дані літератури, можна зробити висновок про 
те, що важливу роль у розвитку патології при 
цій моделі ГП відіграють вільнорадикальні 
процеси, надмірне утворення NO та медіа-
торів запалення [19]. До цього ми можемо 
додати ще й суттєве зменшення ОШК у під-
шлунковій залозі, печінці та шлунку, яке ми 
виявили під час наших досліджень. 

Отже, гострий панкреатит, викликаний 
дією L-аргініну, протягом перших з моменту 
моделювання хвороби 10 діб спостереження 
супроводжується поступовим зменшенням 
ОШК у підшлунковій залозі, печінці та СОШ. 
Корвітин цілковито відновлює порушений 
в результаті хвороби місцевий кровотік в 
підшлунковій залозі та майже повністю в 
печінці, а в шлунку – лише частково. 

Т.В. Вовкун, П.И. Янчук, Л.Я. Штанова,  
А.С. Шаламай

ТКАНЕВОЙ КРОВОТОК В ОРГАНАХ ПИ-
ЩЕВАРЕНИЯ КРЫС С ОСТРЫМ ПАНКРЕ-
АТИТОМ В УСЛОВИЯХ ПРИМЕНЕНИЯ 
КОРВИТИНА 

Исследовано действие кверцетина (в виде модифициро-
ванной формы – корвитина), на объемную скорость крово-
тока (ОСК) в поджелудочной железе, печени и слизистой 
оболочке желудка (СОЖ) крыс с острым панкреатитом 
(ОП), вызванным введением L-аргинина. ОСК опреде-
ляли методом клиренса водорода с электрохимической 

его генерацией с помощью полярографа LР-9 (Чехия). 
На протяжении первых 10 сут с момента моделирования 
ОП в указанных органах по сравнению с интактными жи-
вотными наблюдалось постепенное уменьшение ОСК: на 
42% (Р<0,01) в поджелудочной железе, на 61% (Р<0,001) в 
печени, на 64% (Р<0,001) в СОЖ, то есть наиболее суще-
ственные изменнения выявлены в желудочной слизистой, 
наименее существенные – в ткани поджелудочной железы. 
В отличие от контрольной группы животных, которым 
моделировали ОП и на протяжении 20 сут вводили лишь 
физиологический раствор, использование корвитина (5 мг/
кг, раз в сутки, с 11-х по 20-е сутки эксперимента) в той 
или иной степени способствовало восстановлению ОСК 
во всех исследуемых органах: в поджелудочной железе – в 
полной мере, в печени и в желудке – частично. Исходя из 
полученных результатов, корвитин можно рекомендовать 
как средство частичной или полной коррекции нарушений 
кровотока, которые возникают в поджелудочной железе и 
других органах пищеварительной системы при ОП, что 
может улучшать функциональное состояние этих органов 
на ранних стадиях болезни и ускорять полное восстанов-
ление их функций.
Ключевые слова: L-аргинин; острый панкреатит; подже-
лудочная железа; печень; слизистая оболочка желудка; 
корвитин; тканевой кровоток. 

T.V. Vovkun1, P.I. Yanchuk1, L.Y. Shtanova1,  
A.S. Shalamaу2

TISSUE BLOOD FLOW IN THE DIGESTIVE 
ORGANS OF RATS WITH ACUTE PANCRE-
ATITIS AFTER CORVITIN ADMINISTRATION

We have investigated the action of quercetin (in a modified 
form – Corvitin, ВСРР, Ukrainе) on the rate of blood flow in 
the pancreas, liver and gastric mucosa of rats with acute pan-
creatitis (АР) caused by administration of L-arginine. The rate 
of blood flow was measured by hydrogen clearance method 
with electrochemical his generation using Polarographs Lr-9 
(Czech Republic). During the first 10 days after modelling of 
АР in these organs it was observed a gradual decrease com-
pared to the intact animals in the rate of blood flow by 42% 
(P<0,01) in the pancreas, by 61% (P<0,001) in the liver and by 
64% (P<0,001) in the gastric mucosa, i.e., the most significant 
changes occurred in the gastric mucosa, the least – in the tissue 
of the pancreas. Compared with the control group of animals 
with modelling acute pancreatitis which during 20 days was 
administered only saline, application of Corvitin (5 mg/kg, 
1 time per day from 11 to 20 days of experiment) in varying 
degrees  promoted to the recovery of the rate of blood flow 
in all investigated organs: in the pancreas – fully, in the liver 
– almost entirely and in the gastric mucosa – only partially. 
Thus, based on obtained results Corvitin can be recommended 
for partial or complete correction of blood flow disturbances, 
which arise in the pancreas and other organs of the digestive 
system in AP. Corvitin can improve the functional state of 

Кровотік в органах травлення щурів з гострим панкреатитом за умов застосування корвітину 
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these organs in the early stages of the disease and accelerate 
the full restoration of their functions.
Key words: L-arginine; acute pancreatitis; pancreas; liver; 
gastric mucosa; Corvitin; rate of blood flow.
1 Kyiv Taras Shevchenko National University 
2 Closed Joint Stock Company “Borschagovsky Chemical-
Pharmaceutical Plant “, Kyiv, Ukraine
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Функціональна активність клітин аденокарциноми 
Ерліха після обробки гібридними нанокомплексами
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Розроблено методику отримання гібридних нанокомплексів, які містять наночастинки ортова-
надатів рідкісноземельних елементів GdYVO4:Eu3

+, холестерин та люмінесцентний барвник DiI. 
Методом імунофлуоресценції з використанням моноклональних антитіл до СD44, CD24, CD117 і 
Sca-1-маркерів встановлено зміну співвідношення пухлинних прекурсорів різного ступеня диференцію-
вання в загальному пулі аденокарциноми Ерліха після обробки гібридними нанокомплексами. Суттєве 
зниження концентрації найбільш канцерогенних CD44hi-клітин із одночасним збільшенням кількості 
CD117+-клітин підвищувало індекс CD44high/CD117+-клітин. Показано, що застосування синтезо-
ваних гібридних нанокомплексів пригнічувало ріст пухлини майже на 80 %. Отримані результати 
підкреслюють значущість кооперативних взаємодій клітин із різними фенотиповими ознаками в 
підтримці росту пухлинних сайтів. Запроваджено використання індексу CD44high/CD117+-клітин 
як одного із діагностичних і прогностичних показників розвитку та ступеня інактивації пухлинного 
процесу при застосуванні різних видів протипухлинної терапії.
Ключові слова: стовбурові ракові клітини; наночастинки; аденокарцинома Ерліха; ортованадати.

ВСТУП

Нові способи протипухлинної терапії дають 
змогу вибірково інактивувати саме пухлинні 
клітини з мінімальним пошкодженням нор-
мальних тканин [1–3]. Нині цю проблему 
можливо вирішити за допомогою нанома-
теріалів, а саме використовуючи наночастин-
ки (НЧ) рідкісноземельних металів (зокрема, 
ванадію та його сполук). Так, показано, що 
дихлорид ванадію здатний значно інгібувати 
проліферацію клітин внаслідок акумуляції 
в ядерному гетерохроматині з подальшою 
індукцією мітотичних аберацій, транзитор-
ною супресією мітозів, які призводять до 
накопичення клітин у пізній фазі S і G2 [4]. 
Продемонстровано, що дихлорид ванадію і 
ацетілацетонат ванадію є ефективними тера-
певтичними антипроліферативними агентами 
при лікуванні гліобластоми і раку молочної 
залози людини [5]. 

Попередні дослідження показали здат-
ність НЧ зі складом ReVO4:Eu3+ (Re=Y, Gd, 
La, де Y – ітрій, Gd – гадоліній, La – лантан) 
на основі ортованадатів рідкісноземельних 
елементів сферичної і веретеноподібної 
форм ідентифікувати пухлинні клітини-по-
передники in vitro [6] та інгібувати їхню 
проліферативну активність in vivo в експе-
риментальній моделі аденокарциноми Ерліха 
(АКЕ) [7]. Встановлено, що пероральне та 
внутрішньоочеревинне введення мишам НЧ 
ванадату гадолінію, активованих європієм, не 
призводило до загибелі тварин, змін масових 
коефіцієнтів внутрішніх органів, морфології 
статевих клітин, що дало змогу віднести син-
тезовані зразки нанованадату до практично 
нетоксичних сполук (V клас токсичності) [8].

Для максимального лікувального ефекту 
протипухлинних засобів необхідна адресна 
доставка до цитоплазматичного або ядерного 
компартменту клітини, передумовою якої є 
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наявність у їхньому складі сполук, спорідне-
них до мембран клітин-мішеней. Такою спо-
лукою може бути холестерин, котрий активно 
«вилучається» з кровотоку проліферуючими 
раковими клітинами для побудови біомемб-
ран. Цьому може сприяти знаходження на 
поверхні клітин пухлини великої кількості 
SR - B1 (від англ. scavenger receptor, class B 
type I) і кавеолін-1 (Cav-1) рецепторів, які 
можуть зв’язуватися з вільним холестерином, 
що «вилучається» з кровоносного русла [9]. 
При цьому пухлина є не тільки «пасткою» 
холестерину в організмі, але і сама здатна 
його синтезувати de novo, причому з біль-
шою швидкістю, ніж навколишні нормальні 
тканини [10]. 

Додавання до створених нанокомплексів 
флуоресцентних зондів, здатних до різно-
кольорового детектування, дає можливість 
оцінити кількісний вміст клітин-мішеней 
у тканині. У біологічних дослідженнях як 
флуоресцентний зонд використовується 
органічний карбоціаніновий ліпофільний 
барвник 1,1’-діоктадецил-3,3,3’,3’-тетраме-
тиліндокарбоціанін перхлорат (DiI, «Sigma», 
США). Відомо, що у розчинах він може пере-
бувати у вигляді мономерів і агрегатів [11]. У 
експериментах in vitro моніторинг розподілу 
мономерної й агрегованої форм барвника 
надає можливість простежити за динамікою 
вбудовування комплексу в мембрану клітини 
за співвідношенням смуг люмінесценції мо-
номера – «J-агрегату» [12]. 

Ініціація та розвиток пухлинного процесу 
зумовлені існуванням нечисленної популя-
ції стовбурових ракових клітин (СРК), які 
здатні до самопідтримки, необмеженої про-
ліферації, високої інвазивності і лікарської 
резистентності. Показано, що ознаки СРК 
молочної залози мають клітини з гіперекспре-
сією СD44 молекули (CD44high) та фенотипом 
CD44+CD24– [13,14]. Показано, що через 5 
міс після введення мишам усього 200 клітин 
із фенотипом CD44+CD24-/loESA+ формува-
лися солідні пухлини в 100 % випадків [13]. 
Клітини раку молочної залози з фенотипом 

CD44+CD24+ є більш диференційованими 
порівняно з CD44+CD24–-субпопуляцією, 
вони здатні формувати нові пухлини в 30 % 
випадків при введенні 1•105 клітин на мишу 
[15]. 

Важливим є наявність серед цих клітин 
субпопуляцій з Sca-1+ і CD117+-маркерами. 
Показано, що Sca-1+-клітини існують і в 
тканині молочної залози здорових мишей, 
але їхня кількість не перевищує 20 %, тоді 
як при розвитку раку молочної залози тран-
сгенних мишей із активацією онкогена Wnt-1 
під контролем промотору вірусу MMTV їх 
було в 3 рази більше [16]. При цьому Sca-1+-
клітини тканин пухлини мали підвищену пух-
линоутворювальну активність порівняно зі 
Sca-1--популяцією. Цей факт підтверджує, що 
Sca-1+-клітини пухлини дійсно можуть бути 
СРК із підвищеним інвазивним потенціалом. 

Високий рівень експресії CD117 най-
частіше спостерігається при раку яєчників, 
саме на акцесорних фібробластоподібних 
стромальних клітинах [17]. В нормі на епіте-
ліальних клітинах молочної залози кількість 
клітин з високою експресією CD117 маркера 
достатньо висока [18]. При розвитку інвазив-
ної форми раку молочної залози кількість 
його значно знижується аж до повного зник-
нення [19]. 

Для експериментального дослідження 
впливу різних факторів і терапевтичних за-
собів безпосередньо на ракові клітини зручно 
використовувати асцитну форму АКЕ, яка 
є лінією недиференційованих клітин раку 
молочної залози мишей, що перевивається 
in vivo [20]. Публікації щодо субпопуля-
ційного складу АКЕ та їхньої значимості 
у підтримці онкопроцесу нечисленні. Так, 
підтверджено, що при розвитку цієї форми 
аденокарциноми підвищеним туморогенним 
потенціалом є фракція CD44+-клітин, отрима-
на за допомогою імуномагнітного сортування 
[21]. В культурі АКЕ, яка була індукована 
CD44+-фракцією, відзначалося формування 
пухлин з переважним вмістом клітин із фе-
нотипами CD44high і CD44+СD24-. Але даних 
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щодо кількості інших субпопуляцій та їхніх 
співвідношень немає. Крім того, актуаль-
ним питанням є визначення кооперативних 
взаємодій клітин із різними фенотиповими 
ознаками в підтримці росту пухлинних сайтів 
після використання таких лікувальних засо-
бів, як наноматеріали.

Метою нашої роботи було дослідити 
вплив гібридних нанокомплексів, які міс-
тять неорганічні сферичні НЧ ортована-
датів рідкісноземельних елементів складу 
GdYVO4:Eu3+, холестерину та барвника DiI, 
на функціональну активність клітин АКЕ.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на 8-місячних са-
мицях мишей лінії Balb/C масою 18 г, яких 
утримували в стандартних умовах віварію 
Інституту проблем кріобіології і кріомеди-
цини НАН України (Харків). Усі маніпуляції 
з тваринами виконували відповідно до «За-
гальних принципів експериментів на твари-
нах», схвалених V Національним конгресом 
з біоетики (Київ, 2013) і погоджених із поло-
женнями «Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, які використовуються для 
експериментальних та інших наукових цілей» 
(Страсбург, 1986).

Первинною культурою були кріокон-
сервовані клітини АКЕ [22], які після розмо-
рожування тричі перевивали in vivo для ні-
велювання впливу факторів заморожування–
відігрівання і набуття ними морфологічних 
та функціональних ознак нативних клітин 
[23]. «Стабілізовані» таким чином клітини 
вводили мишам внутрішньоочеревинно в дозі 
3•106 клітин в 0,3 мл фізіологічного розчину 
та культивували протягом 7 діб у перитоне-
альній порожнині. Через 7 діб асцитичну 
рідину з неї отримували шприцем через 
голку №10 з внутрішнім діаметром 2,69 мм, 
попередньо вводячи тварин у легкий ефірний 
наркоз. Абсолютну кількість клітин визнача-
ли за об’ємом накопиченої в ній асцитичної 
рідини з урахуванням концентрації клітин 

АКЕ. Розвиток цієї форми аденокарциноми 
вважали достатнім, якщо у перитонеальній 
порожнині мишей загальна кількість клітин 
становила не менше ніж 3,5•108 [23].

Гібридні комплекси, що містять сфе-
ричні НЧ ортованадатів рідкісноземельних 
елементів GdYVO4:Eu3+ у концентрації 1,3 
г/л, холестерин («Acros organics», Бельгія) 
у концентрації 0,55 г/л та люмінесцентний 
барвник DiI у концентрації 2,2•10-5 ммоль/л, 
були розроблені співробітниками відділу 
нанокристалічних матеріалів Інституту 
сцинтиляційних матеріалів НАН України та 
отримували за методом Клочкова [24]. Сфе-
ричні НЧ синтезовані за описаною раніше 
методикою [25]. 

Концентрацію компонентів, які входять 
до створеного нанокомпозиту, обирали згід-
но з рекомендаціями розробника. Розподіл 
кількості НЧ у складі гібридного комплексу 
за розмірами визначали методом динамічно-
го розсіювання світла λ=659 нм на приладі 
ZetaPALS / BI-MAS («Brookhaven Instruments 
Corp.», США) при куті розсіювання 90°. Ви-
мірювання проводили в спеціальних полісти-
ролових кюветах («BI-SCP», США). Перед їх 
початком розчини витримували у термостаті 
при 25°C.

В усіх досліджуваних варіантах інкуба
цію 900 мкл клітин АКЕ з нанокомпозитами 
проводили при кімнатній температурі протя-
гом 3 год, що є оптимальним для зв’язування 
нанокомплексів із мембранами клітин [12]. 
Варіанти обробки АКЕ: 1 – 100 мкл сфе-
ричних НЧ у концентрації 1,3 г/л; 2 − 100 
мкл сферичних НЧ у концентрації 1,3 г/л та 
водна суспензія холестерину в концентрації 
0,55 г/л; 3 − 100 мкл гібридного комплексу; 
контроль − клітини АКЕ без обробки нано-
композитами.

Перед внутрішньоочеревинним вве-
денням мишам суспензію клітин АКЕ 
досліджуваних варіантів тричі відмивали 
фізіологічним розчином (1:1) для вида-
лення надлишків нанокомпозитів через 
центрифугування при 400 g.

Функціональна активність клітин аденокарциноми Ерліха після обробки гібридними нанокомплексами
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Фенотип клітин АКЕ оцінювали з вико-
ристанням моноклональних антитіл («BD 
Biosciences», США) до CD44 (FІTC) (№ 
553133, клон IM7), CD117 (FІTC) (№ 553352, 
клон 2В8), Sca-1 (FІTC) (№ 553333, клон 
Е13-161.7), а також CD24 (PE) (№ 553262, 
клон М1/69). Імуноглобуліни тих самих фено-
типів (за каталогом № 553988, клон А95-1 і № 
553989, клон А95-1; «BD Biosciences», США) 
були використані як контроль. За допомогою 
CD44 (FІTC) и CD24 (FІTC) моноклональ-
них антитіл проводили подвійне імунофе-
нотипове фарбування. Клітини з середнім 
значенням флуоресценції CD44-маркера 
більше ніж 103 (за логарифмічною шка-
лою), відносили до CD44high-субпопуляції. 
Концентрацію вищевказаних субпопуляцій 
клітин у зразках АКЕ визначали на про-
точному цитофлуориметрі FACS Calіbur 
(«BD, США»). Для мінімізації помилок у 
пробах аналізували не менше 10 000 подій. 
Облік і аналіз результатів здійснювали за 
допомогою програми «WіnMDI 2.8». Ін-
декс CD44high / CD117+-клітин визначали 
як співвідношення відсотка цих клітин в 
асцитичній рідині з перитонеальної порож-
нини тварин кожної з досліджуваних груп. 

Ступінь інгібіції росту АКЕ обчислюва-
ли за формулою: Сі = ((V(к)–V(д))/V(к))·100 %, 
де V(к) – абсолютна кількість клітин АКЕ 
в перитонеальній порожнині контрольної 

групи; V(д) – у дослідній групі тварин 
(варіанти 1–3). Інтенсивність росту АКЕ 
дослідних груп (І рд) визначали за форму-
лою: І рд = І рк – Сід , де І рд – інтенсивність 
росту пухлини дослідної групи; І рк – ін-
тенсивність росту пухлини контрольної 
групи, Сід – ступінь інгібіції росту АКЕ 
дослідної групи тварин. При розвитку АКЕ 
інтенсивність росту пухлини приймалася 
за 100 %, при цьому ступеня інгібіції росту 
АКЕ не було. 

Для статистичної обробки результатів за-
стосовували критерій t Стьюдента й комп’ю
терну програму «Excel» («Microsoft», США). 
Результати приводили у вигляді середнього 
значення ± стандартне відхилення. Відмін-
ності вважали статистично значущими при 
Р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Створені гібридні нанокомплекси мали серед-
ній гідродинамічний діаметр 77 нм (рис.1, а). 
Схематичну будову комплексу представлено 
на рис.1, б. Додавання до створених нано-
комплексів барвника DiI дає змогу просте-
жити за динамікою вбудовування комплексу 
в мембрану клітини [11]. Раніше ми показали, 
що нанокомплекси були здатні до візуалізації 
практично всіх клітин із фенотипом CD44+, 
до складу яких входить CD44high-популяція, 

Рис.1. Гібридний нанокомплекс: а – розподіл за розміром гібридних нанокомплексів у воді, б – схематична будова комплексу
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що має усі ознаки СРК [12]. Саме барвник DiI 
забезпечував можливість ідентифікації СРК 
у клітинах АКЕ після інкубації з нанокомп-
лексами, що було підтверджено методами лю-
мінесцентної мікро- та спектроскопії. Отже, 
можна вважати, що гібридні нанокомплекси 
– агенти таргетного маркування канцероген-
них клітин-попередників [12]. 

З точки зору використання нанокомплек-
сів такого складу в терапії злоякісних пухлин 
важлива оцінка їхньої інактивуючої дії на 
СРК в умовах in vivo. Встановлено, що АКЕ 
(контроль) є гетерогенною популяцією, у якій 
наявні клітини з такими фенотиповими мар-
керами: CD44high, CD44+CD24-, СD44+CD24+, 
СD44-CD24+, CD117+, Sca-1+ (таблиця). 

В умовах розвитку онкопатології дія 
хімічних агентів або радіації може перероз-
поділяти субпопуляційний склад пухлини 
зі включенням каскадів активації/інгібіції 
проліферативної активності стовбурових 
клітин. Очікувано, що обробка клітин АКЕ 
синтезованими нанокомпозитами виражено 
перерозподіляла субпопуляції клітин-попе-
редників із різним фенотипом, тобто різним 
рівнем диференціювання порівняно з контр-

олем (див. таблицю). Виняток – субпопуляція 
клітин із маркером Sca-1, кількість яких була 
досить високою у контролі (87,11±4,23) та іс-
тотно не змінювалася при всіх видах обробки. 

Інкубація клітин АКЕ зі сферичними 
НЧ (варіант 1) знижувала удвічі порівняно 
з контролем концентрацію CD44high-клітин. 
Концентрація СРК з фенотипом CD44+СD24- 
ще більше зменшувалася, а саме у 4,5 раза. 
При цьому збільшувалася концентрація ди-
ференційованих CD44+СD24+-, CD44–СD24+- 
та CD117+-клітин порівняно з контролем. 
Деякими авторами підвищення рівня екс-
пресії CD117 вважається можливим тестом 
ефективності протипухлинної терапії [26]. 
У такому разі відзначене нами підвищення 
концентрації CD117+-клітин удвічі порівняно 
з контролем на тлі пригнічення росту АКЕ на 
58,24±3,45% може бути взаємозумовлюючим 
та свідчити про позитивний ефект цієї терапії 
(див. таблицю). 

Обробка клітин АКЕ НЧ із холестери-
ном (варіант 2) майже 9-кратно знижувала 
концентрацію CD44high-клітин порівняно 
з контролем (див. таблицю). Важливо, що 
концентрація всіх інших субпопуляцій клітин 

Зміна компонентного складу та функціональної активності культивованних in vivo клітин аденокарциноми 
Ерліха (АКЕ) після обробки гібридними нанокомплексами та їхніми складовими (M±m, n = 5)

Варіанти  
обробки клітин 

Концентрація клітин з вказаним фенотипом, % Абсолютна 
кількість клітин 
у перитонеаль-
ній порожнині 

х107кл

Ступінь ін-
гібіції росту 

АКЕ , %
CD44high CD44+

CD24-
CD44+

CD24+
CD44-

CD24+ CD117+ Sca-1+

Контроль АКЕ 
per se

0,17±
0,03 

3,38±
0,21 

2,08±
0,22 

1,23±
0,14 

2,65±
0,23 

87,11±
4,23

34,8±
1,27 

-

АКЕ та сферичні 
наночастинки 
(варіант 1)

0,09±
0,01*, ***, ****

0,75±
0,05*, ***, **** 

2,75±
0,28 ***, **** 

6,18±
0,32*

5,04±
0,32*,****

81,82±
5,28

14,53±
0,72 *,***,****

58,24±
3,45***, ****

АКЕ, сферичні 
наночастинки 
та холестерин 
(варіант 2)

0,02±
0,001*, **

0,40±
0,02 *, **, ****

9,77±
0,62 *, **, ****

7,85±
0,44 *, **

10,47±
0,83 *,**

83,77±
5,73

8,80±
0,25 *,**

74,70±
4,38 **

АКЕ та гібрид-
ний комплекс 
(варіант 3)

0,01±
0,001 *, **, ***

0,35±
0,02 *, **

8,14±
0,36 *, **

7,01±
0,28 *

9,29±
0,68 *,**

87,95±
6,45

8,14±
0,27 *,**

76,61±
4,70 **

*Р < 0,05 відносно контролю, ** відносно варіанту 1, *** відносно варіанту 2, **** відносно варіанту 3.
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(виключаючи Sca-1+) після такої обробки 
максимально підвищувалася порівняно з 
контролем. Такий характер перерозподілу 
субпопуляційного складу АКЕ супровод-
жувався посиленням інгібіції росту пух-
лини порівняно з варіантом 1 (74,70±4,38 і 
58,24±3,45 % відповідно, Р < 0,05). 

Після введення в комплекс барвника DiI 
(варіант 3) встановлено зниження кількості 
тільки CD44high-клітин (порівняно з варіантом 
2). Інші показники після обробки клітин АКЕ 
суттєво не змінювалися. Такий незначний 
перерозподіл субпопуляцій практично не 
вплинув і на ступінь пригнічення росту пух-
лини (76,61±4,70 і 74,70±4,38% відповідно). 

Таким чином, можна припустити, що 
протипухлинна дія синтезованих гібридних 
нанокомплексів зумовлена наявністю в їхньо-
му складі сферичних НЧ. Раніше нами була 
доведена їхня здатність до гальмування росту 
АКЕ in vivo внаслідок максимального зни-
ження концентрації CD44hіgh-клітин [6]. Слід 
зазначити, що додавання холестерину до НЧ 
підсилює їхню інгібувальну активність зав-
дяки його спорідненості до мембран клітин 

пухлини. Дані аналізу структури і принципів 
функціонування мембран пухлинних клітин 
свідчать на користь цього припущення [27]. 
Автори зробили висновок, що вбудовування 
холестерину в мембрани клітин пухлини є 
передумовою адресної доставки ліпосом із 
терапевтичними речовинами безпосередньо 
всередину клітини. 

Зміна концентрацій усіх популяцій клітин 
АКЕ після обробки нанокомплексами дає 
підставу вважати, що їх мішенню можуть 
бути майже всі клітини загального пула цієї 
аденокарциноми (за винятком Sca-1+), але 
насамперед – СРК із фенотипом CD44high. 
Зниження концентрації CD44high-клітин сут-
тєво впливає на інтенсивність росту АКЕ. 
Крім того, виявилося, що особливу роль у 
рості пухлини відіграє співвідношення суб-
популяцій CD44high- і CD117+-клітин (індекс 
CD44high / CD117+). При всіх видах обробки 
АКЕ зменшення індексу CD44high / CD117+ 
супроводжувалося зниженням інтенсивності 
росту пухлини, що обумовлювало збільшення 
кількості тварин, які вижили до 20-ї доби 
розвитку АКЕ (рис.2).

Рис.2. Показники інтенсивності росту аденокарциноми Ерліха, виживаності тварин та індекс співвідношення субпопу-
ляцій клітин CD44high/CD117+ після інкубації з нанокомпозитами. *Р < 0,05 відносно контролю, ** відносно варіанту 1, 
*** відносно варіанту 2, **** відносно варіанту 3
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Отже, встановлена здатність синтезо-
ваних гібридних нанокомплексів на основі 
ортованадатів рідкісноземельних елементів 
до інгібіції росту пухлини (76,61±4,70 %) на 
тлі істотної зміни кількісного співвідношен-
ня клітин-попередників із різним фенотипом 
у загальному пулі АКЕ. Кожна зі складових 
гібридного комплексу робила свій внесок у 
інгібіцію росту пухлини. Так, сферичні НЧ 
були здатні значно пригнічувати ріст АКЕ 
(ступінь інгібіції 58,24±3,45 %). Додавання 
холестерину до нанокомплексу ампліфіку-
вало протипухлинну дію НЧ, зменшуючи 
інтенсивність росту пухлини (ступінь ін-
гібіції 74,70±4,38 %), а введення в комплекс 
барвника DiI, хоча й не статистично значу-
ще, але збільшувало цей показник до 76,61± 
4,70 %. При всіх видах обробки АКЕ зни-
жувалася концентрація CD44high-клітин та 
одночасно підвищувалася кількість CD117+-
клітин, тому індекс співвідношення CD44high/
CD117+ може бути запропонований як один 
із діагностичних і прогностичних показників 
розвитку та ступеня інактивації онкопроцесу 
при різних видах протипухлинної терапії.

А.Н. Гольцев, Н.Н. Бабенко, Ю.А. Гаевская, 
О.В. Челомбитько, Н.А. Бондарович,  
Т.Г. Дубрава, М.В. Останков, В.К. Клочков,  
Н.С. Кавок, Ю.В. Малюкин 

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ 
КЛЕТОК АДЕНОКАРЦИНОМЫ ЭРЛИХА 
ПОСЛЕ ОБРАБОТКИ ГИБРИДНЫМИ 
НАНОКОМПЛЕКСАМИ, СОДЕРЖАЩИХ 
ОРТОВАНАДАТЫ РЕДКОЗЕМЕЛЬНЫХ 
ЭЛЕМЕНТОВ, ХОЛЕСТЕРИН И ЛЮМИ-
НЕСЦЕНТНЫЙ КРАСИТЕЛЬ 

Разработана методика получения гибридных нанокомп
лексов, содержащих ортованадаты редкоземельных 
элементов GdYVO4:Eu3+, холестерин и люминесцент-
ный краситель DiI. Методом иммунофлуоресценции 
с использованием моноклональных антител к CD44, 
CD24, CD117 и Sca-1 маркерам установлено изменение 
соотношения опухолевых предшественников разного 
уровня дифференцировки в общем пуле аденокарциномы 
Эрлиха после обработки гибридными нанокомплексами. 
Существенное снижение концентрации наиболее канце-
рогенных CD44high-клеток с одновременным увеличением 

количества CD117+-клеток повышало индекс соотношения 
CD44high / CD117+-клеток. Показано, что применение ги-
бридных нанокомплексов подавляло рост опухоли почти 
на 80 %. Доказана значимость кооперативных взаимодей-
ствий клеток с разными фенотипическими признаками 
в поддержании роста опухолевых сайтов. Предлагается 
использование индекса соотношения CD44high / CD117+-
клеток как одного из диагностических и прогностических 
показателей развития и степени инактивации опухолевого 
процесса при применении различных видов противоопу-
холевой терапии.
Ключевые слова: стволовые раковые клетки; наночастицы; 
аденокарцинома Эрлиха; ортованадаты.

A.N. Goltsev1, N.N. Babenko1, Yu.A. Gaevskaya1, 
O.V. Chelombitko1, N.A. Bondarovich1, T.G. 
Dubrava1, M.V. Ostankov1, V.K. Klochkov2, N.S. 
Kavok2, Yu.V. Malyukin2 

FUNCTIONAL ACTIVITY OF EHRLICH 
CARCINOMA CELLS AFTER TREATMENT 
WITH HYBRID NANOCOMPLEXES 
CONTAINING ORTHOVANADATES OF 
RARE-EARTH ELEMENTS, CHOLESTEROL 
AND LUMINESCENT DYE 

Tumor development is the consequence of expanding the popu-
lation of low differentiated cells with unlimited self-maintenance 
potential, i.e. cancer stem cells (CSCs). Application of new 
forms of nanocomposites capable of binding to CSCs and induc-
ing the tumor destruction is perspective direction for treating this 
pathology. There have been developed the methods of obtaining 
hybrid nanocomplexes containing rare-earth orthovanadates 
GdYVO4:Eu3+, cholesterol and luminescent dye Dil. By immune 
fluorescence method using monoclonal antibodies to CD44, 
CD24, CD117 and Sca-1 markers there has been established the 
change in the ratio of tumor progenitors of various differentia-
tion levels in a general pool of Ehrlich carcinoma (EC) after 
treatment with hybrid nanocomplexes. Essential reduction in 
the concentration of the most tumorogenic CD44high cells with 
simultaneous rise in the number of CD117+-cells resulted in an 
increased index of CD44high / CD117+ ratio. It has been dem-
onstrated that application of hybrid nanocomplexes suppressed 
the tumor growth almost by 80%. The value of cooperative 
interactions of the cells with different phenotype signs in tumor 
sites has been proved. The index of CD44high / CD117+ ratio 
can be used as one of diagnostic and prognostic parameters of 
development and inactivation rate of tumor process when using 
different types of anti-tumor therapy.
Key words: cancer stem cells; nanoparticles; Ehrlich carcinoma; 
orthovanadates.
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Особливості визначення оптимальних безпечних  
режимів фізичного навантаження  
для військовослужбовців при підготовці та в умовах, 
близьких до бойових дій 

А.А. Чернозуб, Ю.А. Радченко 
Чорноморський державний університет ім. Петра Могили, Миколаїв; е-mail: chernozub@gmail.com

Вивчали необхідність і доцільність застосування інтегрального методу визначення найбільш 
ефективних, але водночас безпечних режимів навантаження для організму військовослужбовців. 
Встановлено, що незважаючи на досить перспективне використання запропонованого нами режиму 
навантажень високої інтенсивності (Ra=0,71 ум.од.) для підвищення рівня фізичної підготовки 
військовослужбовців у найкоротші терміни в мирний час (з мінімальним набором бойової екіпіровки), 
важливим питанням є те, що в більшості випадків спостерігається повна невідповідність досяг-
нутого рівня до тих вимог і завдань, які ставляться в умовах безпосередніх бойових дій. Вирішення 
цієї проблеми полягає в тому, що при побудові оптимальних режимів фізичного навантаження для 
військовослужбовців враховувалися не тільки їх морфометричні показники тіла, стан здоров’я, 
вік, спрямованість фізичної підготовки залежно від спеціалізації, а також істотна різниця між 
первинним рівнем їх фізичного розвитку та тими навантаженнями, які їм потрібно буде подолати 
у разі бойових дій. Використання розробленого нами інтегрального методу визначення безпечних 
режимів фізичного навантаження для військовослужбовців дає змогу оптимізувати механізм пошуку 
найбільш адекватних параметрів обсягу та інтенсивності навантажень, а також прискорити в 
найкоротші терміни адаптаційні зміни в їх організмі для підвищення максимальної результатив-
ності на цьому етапі підготовки.
Ключові слова: інтегральний метод визначення величини навантаження; режими фізичних наван-
тажень; адаптаційні реакції; кортизол; лактатдегідрогеназа; військовослужбовці.

ВСТУП

Однією з основних проблем сучасної системи 
фізичної підготовки у збройних силах Украї-
ни є відсутність ефективних методів визна-
чення кількісних інформативних показників 
фізичного навантаження, що дають змогу 
диференційовано залежно від умов рухової 
активності, а також рівня функціональних 
можливостей організму військовослуж-
бовців та стану їх здоров’я – розрахувати 
найбільш оптимальні, результативні, але 
водночас безпечні режими м’язової діяль-
ності, котрі забезпечують високий рівень 
розвитку фізичних якостей, необхідних для 

виконання поставлених завдань як під час 
підготовки, так і за умов бойових дій[1, 2]. 
У зв’язку з абсолютно новими вимогами, що 
пред’являються до системи фізичної підго-
товки військовослужбовців (особливо на 
початковому етапі), а саме, за найбільш ко-
роткий проміжок часу домогтися позитивної 
динаміки результатів, які дають можливість 
максимально їх реалізувати під час бойових 
дій – досить сильно підвищує ймовірність 
перевантажень їх організму, оскільки в 
більшості випадків контингент складається 
переважно з фізично непідготовлених до 
військової служби людей[3, 4]. Таким чином, 
використання в процесі підготовки військово-
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службовців стандартних параметрів фізично-
го навантаження і загальноприйнятих методів 
контролю та управління ними, враховуючи 
функціональні можливості організму сучас-
ного контингенту, що йде до лав збройних 
сил України, сприятиме лише незначному 
підвищенню рівня фізичної підготовки, а в 
більшості випадків буде негативно впливати 
на стан здоров’я військовослужбовців в ре-
зультаті неадекватності пропонованих наван-
тажень фізичним можливостям їх організму, 
що також негативно вплине на весь процес 
підготовки.

Мета нашої роботи – встановити необхід-
ність і доцільність застосування інтегрально-
го методу визначення найбільш ефективних, 
але водночас безпечних режимів наванта-
ження для організму військовослужбовців на 
етапі початкової підготовки та безпосередньо 
під час бойових дій.

МЕТОДИКА

Обстежено 400 військовослужбовців чоло-
вічої статі віком від 22 до 35 років, які були 
мобілізовані в збройні сили України в 2015 р. 
Було створено три дослідних групи: в першу 
групу увійшли чоловіки до 25 років (вік – 
23,1±0,23 роки, маса тіла - 88,9±3,46 кг); дру-
гу – до 30 років (вік – 27,4±0,65 років, маса 
тіла – 92,3±2,89 кг); третю – до 35 років (вік 
– 33,2±0,48 років, маса тіла – 95,5±4,42 кг).

Для детального контролю фізичних на-
вантажень, управління тренувальним про-
цесом на основі інтегрального розрахунку 
найбільш оптимального, але абсолютно 
безпечного режиму навантажень у процесі фі-
зичної підготовки у збройних силах України, 
враховували досить велику кількість різних 
показників: маса тіла людини, маса спо-
рядження (зброя, боєприпаси, бронежилет, 
каска та інше – загальною масою до 25 кг), 
тривалість м’язової напруги, рівень м’язової 
сили, кількість рухових дій, амплітуда руху 
та інше. Використання такої великої кількості 
показників дає змогу деталізовано оцінювати 

не тільки адекватність того чи іншого режиму 
навантаження в під час виконання певної тре-
нувальної вправи з урахуванням індивідуаль-
них особливостей організму військовослуж-
бовців, а також сприяє найбільш ефективному 
розвитку фізичних якостей і певних м’язових 
груп людини залежно від спрямованості про-
цесу підготовки та поставлених задач.

Для визначення початкового рівня під-
готовки військовослужбовців і здатність 
їх організму подолати запропоновані нами 
фізичні навантаження під час виконання 
стандартних для нормативів ПФП [1, 2], 
контрольних вправ, результативне виконання 
яких, особливо в повній бойовій екіпіровці, 
дасть можливість підвищити рівень фізичної 
підготовки в мирний час і сприятиме ефек-
тивному вирішенню поставлених завдань під 
час бойових дій. Були розроблені комплексні 
математичні формули, що можуть досить 
об’єктивно визначити первинні фізичні мож-
ливості обстеженого контингенту і розробити 
для нього оптимальний режим навантажень, 
які дають змогу досягти максимальних адап-
таційних змін за короткий час без загрози 
погіршенню здоров’я. У обстежених спочатку 
визначали вихідні значення таких показни-
ків: маса тіла, маса тіла в повній бойовій 
екіпіровці (маса спорядження близько 25 кг), 
максимальна кількість повторень при вико-
нанні контрольних вправ ПФП (спрямованих 
на розвиток сили і силової витривалості) в 
повній бойовій екіпіровці при стандартній 
техніці виконання, час тривалості м’язової 
напруги при виконанні одного повторення, 
загальна тривалість виконання контрольної 
вправи, амплітуда руху [5].

Коефіцієнт зовнішнього опору, значен-
ня якого повною мірою відображає режим 
фізичного навантаження, визначається за 
формулою:
                                                                   ,
де: N – максимальна кількість повторень, які 
можна виконати під час контрольної вправи 
до повної м’язової втоми;

Мт – маса тіла військовослужбовця (кг);

Особливості визначення оптимальних безпечних режимів фізичного навантаження
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Ме – маса повної бойової екіпіровки (кг);
T – тривалість виконання одного повто-

рення (с);
Q – коефіцієнт амплітуди руху (ум.од.);
1 – максимальні межі адекватності фізич-

них навантажень функціональним можливо-
стям організму людини.

Індекс фізичного (тренувального) наван-
таження, значення якого відображає критичні 
параметри фізичних можливостей військово-
службовців в умовах заданого режиму наван-
тажень, визначається за формулою:

                                           ,
де : Ra – коефіцієнт зовнішнього опору (ум.
од.);

N – максимальна кількість повторень, які 
можливо виконати під час

контрольної вправи до повного м’язового 
стомлення;

t – загальна тривалість виконання контр-
ольної вправи (с);

T – тривалість виконання одного повто-
рення (с);

Q – коефіцієнт амплітуди руху (ум.од.).
Визначення концентрації кортизолу та 

лактатдегідрогенази (ЛДГ) у сироватці крові 
проводили в два етапи з інтервалом в одну го-
дину: 1) в умовах виконання фізичних вправ з 
власною масою тіла без урахування маси ком-
плекту повної бойової екіпіровки; 2) в умовах 
виконання фізичних вправ в повній бойової 
екіпіровці. На кожному етапі було проведено 
по два забори крові: до навантаження (у стані 
спокою) і відразу після закінчення виконання 
контрольної фізичної вправи. Зразки крові з 
вени учасників досліджень відбирала мед-
сестра під контролем лікаря з дотриманням 
усіх необхідних норм стерильності та вимог 
безпеки. Концентрацію кортизолу визначали 
методом твердофазного імуноферментного 
аналізу з використанням моноклональних ан-
титіл, концентрацію ЛДГ – кінетичним мето-
дом на обладнанні фірми «Hightechnologyinc» 
(США) в умовах сертифікованої медичної 
лабораторії[6]. 

Матеріали досліджень піддавали статис
тичній обробці з використанням пакету 
програм «Statistica» в системі «Microsoft 
Excel-2010», орієнтуючись на фізіологічно 
допустиму норму концентрації кортизолу 
в сироватці крові здорових людей в межах 
150-660 нмоль/л і ЛДГ – 195-462 од/л [7]. 
Були використані методи параметричної ста-
тистики, які визначають середнє арифметич-
не, стандартну помилку середнього. Рівень 
вірогідності визначали за допомогою парного 
двохвибіркового t-тесту для середніх.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

На основі аналізу результатів первинного 
тестування рівня фізичних можливостей 
організму обстежуваного контингенту, в 
умовах виконання контрольних вправ, було 
встановлено, що всього лише 15% (60 осіб) 
учасників експерименту віком від 22 до 35 ро-
ків змогли продемонструвати такі показники 
фізичної підготовки, які відповідають нормам 
для військовослужбовців цих вікових груп [1, 
2]. Рівень фізичної підготовки у більшості 
(85%) обстежених нами чоловіків віком, які 
були призвані до лав збройних сил України, 
не відповідає мінімальним вимогам, що вкрай 
необхідні для виконання бойових завдань.

Для визначення оптимальних і водночас 
безпечних режимів фізичного навантаження 
для військовослужбовців, які б дали змогу 
максимально їм підготуватися до виконання 
завдань в умовах, подібних до бойових дій, 
було проведено низку досліджень. У табл. 1 
представлені результати контрольного тесту-
вання фізичної підготовки представників усіх 
трьох вікових груп (по 20 чоловік у кожній) 
при виконанні силових вправ (підтягуван-
ня на перекладині, згинання та розгинання 
рук в упорі на брусах) в різних умовах: без 
урахування маси комплекту повної бойової 
екіпіровки і в повній бойової екіпіровці. 
Виявлено, що найбільш високий рівень фі-
зичної підготовки, згідно з нормами ПФП, 
був у обстежених першої групи. При цьому 
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результати у чоловіків другої та третьої груп 
свідчать про те, що з віком, незважаючи на 
зниження показників нормативної бази, ве-
лика кількість обстежуваних (близько 65,5%) 
не в змозі виконати необхідну кількість по-
вторень у контрольних вправах.

Переважно лише військовослужбовці пер-
шої групи (табл. 2) здатні виконувати м’язову 
діяльність в умовах режиму високої інтенсив-
ності і малого обсягу роботи (Ra=0,71 ум.од.), 
який є найбільш безпечним і одночасно ефек-
тивним [8]. Систематичне застосування цього 
режиму в процесі спеціальної фізичної підго-
товки дає змогу досягти максимальних адап-
таційних змін в організмі людини, незалежно 
від роду їх діяльності, за найбільш короткий 

час при низькому рівні загрози перевтоми [9]. 
Одночасно, як показали результати контроль-
ного тестування рівня фізичної підготовки, 
представники другої і третьої групи в таких 
умовах рухової діяльності зможуть викори-
стовувати лише режими навантаження дуже 
високої інтенсивності (Ra> 0,78 ум.од.), що 
при тривалому застосуванні, ймовірно, при-
веде до розвитку перетренованості і прояву 
патологічних змін в їх організмі. При цьому, 
індекс тренувального навантаження не пе-
ревищував критичних меж (ITNA<1) серед 
представників всіх трьох груп. Це вказує 
на адекватність використовуваних фізичних 
навантажень в такому режимі роботи функ-
ціональним можливостям організму в умовах 

Табл. 1. Максимальна кількість повторень, які виконували учасники груп під час контрольних вправ до 
повного м’язового стомлення (M±m, n=20)

Контрольні фізичні вправи

Етапи контролю 

Виконання фізичних вправ з 
власною масою тіла

Виконання фізичних вправ в 
повній бойової екіпіровці

Норма Результат Норма Результат
Підтягування на перекладині
      група 1 15-10 12,65±0,71 – 2,40±0,34
      група 2 14-10 9,15±0,43 – 1,00±0,21
      група 3 13-9 7,10±0,28 – 0,70±0,17
Згинання та розгинання рук в упорі на брусах
      група 1 18-14 17,05±0,60 – 4,85±0,61
      група 2 16-12 13,05±0,30 – 2,00±0,38
      група 3 14-10 10,90±0,20 – 1,05±0,26

Табл. 2. Параметри режимів силових навантажень, які використовували учасники груп в процесі досліджень 
(M±m, n=20)

Показники навантаження

Умови виконання фізичних вправ
Без урахування маси 

комплекту повної бойової 
екіпіровки

В умовах використання 
комплекту повної бойової 

екіпіровки
Коефіцієнт величини зовнішнього опору, м.д. (Ra)
      група 1 0,74±0,16 0,94±0,14
      група 2 0,78±0,17 0,97±0,23
      група 3 0,83±0,19 0,98±0,24
Індекс фізичного навантаження, м.д. (ITNA)
      група 1 0,76±0,21 1,04±0,17
      група 2 0,86±0,16 1,07±0,22
      група 3 0,92±0,15 1,08±0,21

Особливості визначення оптимальних безпечних режимів фізичного навантаження
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короткочасної роботи (див. табл. 2).
У разі застосування комплекту повної 

бойової екіпіровки військовослужбовцями 
всіх трьох груп під час виконання контроль-
них вправ спостерігалися абсолютно проти-
лежні результати порівняно з показниками 
на початку експерименту (див. табл.1). Так, 
рівень фізичних навантажень і, відповідно, 
режим роботи не адекватні можливостям 
організму обстеженого контингенту (ITNA> 
1; див. табл. 2). Тривале застосування цьо-
го режиму (Ra=0,94-0,98 ум.од.) в процесі 
підготовки сприятиме лише перевантажен-
ню, стомленню та погіршенню фізичного 
здоров’я, а також можливому зниженню рівня 
фізичної підготовки військовослужбовців.

У табл. 3 представлено результати контр-
олю концентрації гормону кортизолу та 
ферменту ЛДГ у сироватці крові військово-
службовців у стані спокою (до навантажен-
ня) та після виконання контрольних вправ з 
власною масою тіла та під час використання 
в процесі рухової активності додаткової маси 
комплекту бойової екіпіровки. На початку 
експерименту після виконання контрольних 
вправ з власною масою тіла без комплекту 
бойової екіпіровки концентрація кортизолу 
в сироватці крові обстежених всіх трьох 
груп підвищувалася на 11,2% (Р<0,05), але 
не виходила за межі фізіологічної норми. У 

свою чергу виявлено незначну тенденцію 
підвищення концентрації ЛДГ, особливо 
серед учасників першої групи, що вказує на 
адекватність фізичних навантажень функ-
ціональним можливостям їх організму (див. 
табл. 3). 

Після виконання фізичних вправ в умо-
вах застосування комплекту повної бойової 
екіпіровки військовослужбовцями всіх трьох 
груп спостерігається істотне підвищення 
концентрації кортизолу на 73,3% (Р<0,05) та 
ЛДГ на 21,6% (Р<0,05) порівняно зі станом 
спокою. У чоловіків другої і третьої груп 
концентрація кортизолу практично сягнула 
верхньої критичної межі (див. табл. 3). Це 
вказує на неадекватність запропонованих на-
вантажень, в умовах виконання контрольних 
вправ у повній бойовій екіпіровці, можливо-
стям їх організму, що й сприяло виникненню 
досить великого стресу. Представлений факт 
свідчить про те, що тривале виконання такого 
фізичного навантаження негативно познача-
тиметься не тільки на ефективності процесів 
адаптації, яка необхідна для виконання зав-
дань в умовах наближених до бойових дій, 
але і на рівень їхнього фізичного здоров’я [10, 
11]. Разом з тим концентрація ЛДГ практично 
сягнула верхньої критичної межі (табл. 3). 
Це вказує на передчасний початок процесів 
гліколізу викликаних режимом роботи дуже 

Табл. 3. Концентрація кортизолу та лактатдегідрогенази у сироватці крові учасників всіх груп в процесі 
досліджень (M±m, n=20)

Показники

Етапи контролю
В умовах виконання фізичних вправ з 

власною масою тіла
В умовах виконання фізичних вправ в 

повній бойової екіпіровці

До навантаження
Після навантажен-

ня
До навантаження Після навантаження

Кортизол, нмоль/л
      група 1 339,83±18,50 377,13±10,98* 324,56±11,97 550,35±21,18*
      група 2 347,22±14,96 398,83±12,81* 354,52±16,21 651,95±23,98*
      група 3 365,03±11,74 396,56±11,45* 369,11±15,58 648,77±26,37*
Лактатдегідрогеназа, од/л
      група 1 368,31±4,89 376,65±11,09* 365,81±14,95 425,73±11,78*
      група 2 346,52±9,78 368,74±10,36* 352,76±14,21 440,23±12,92*
      група 3 352,47±11,23 374,56±11,31* 363,42±12,78 449,87±15,21*

*  Р<0,05 порівняно зі станом спокою (до навантаження)
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високої інтенсивності (Ra=0,98 ум.од.), і, 
ймовірно, свідчить про різке підвищення 
енерговитрат при тривалому використанні 
такого характеру роботи в процесі фізичної 
підготовки військовослужбовців [12, 13].

Таким чином, незважаючи на можливе 
досить перспективне застосування найбільш 
безпечного і ефективного режиму наванта-
ження (Ra=0,71 ум.од.), для підвищення рівня 
фізичної підготовки військовослужбовців у 
найкоротші терміни в мирний час (з мінімаль-
ним набором бойової екіпіровки), проблем-
ним питанням є, в більшості випадків, повна 
невідповідність досягнутого рівня фізичного 
розвитку організму в процесі стандартної 
базової системи підготовки тим вимогам і 
завданням, які ставляться в умовах безпо-
середніх бойових дій. Так, вирішення цієї 
проблеми полягає в тому, що б при побудові 
оптимальних режимів фізичного навантажен-
ня для мобілізованих враховувалися не тільки 
їх морфометричні показники, стан здоров’я, 
вік, спрямованість фізичної підготовки за-
лежно від спеціалізації, а істотна різниця між 
первинним рівнем їх фізичного розвитку та 
тими навантаженнями, які їм необхідно буде 
подолати в умовах бойових дій.

Використання розробленого нами ін-
тегрального методу визначення безпечних 
режимів фізичного навантаження для війсь-
ковослужбовців дає змогу оптимізувати 
механізми пошуку найбільш адекватних 
параметрів обсягу та інтенсивності наван-
тажень, а також прискорити в найкоротші 
терміни адаптаційні зміни в їх організмі для 
підвищення максимальної результативності 
цього етапу підготовки. Одночасно в найко-
ротші терміни і при мінімальних витратах 
визначити первинний рівень фізичної підго-
товки військовослужбовців і критичні пороги 
навантаження для їх організму в різних умо-
вах рухової активності, а також проводити 
відбір контингенту для різних військових 
підрозділів.

На основі отриманих результатів можна 
визначити не тільки рівень фізичного розвит-

ку, а й причини за якими мобілізовані люди 
не можуть виконувати ті чи інші фізичні 
вправи ПФП. До них переважно відносяться: 
низький рівень функціональних можливостей 
(недостатній розвиток серцево-судинної си-
стеми, низький рівень адаптації організму 
до різних видів фізичного навантаження, 
низький рівень енергозабезпечення рухової 
активності); слабо розвинені м’язові групи, 
необхідні для виконання контрольних вправ.

Таким чином, визначивши первинний 
рівень фізичної підготовки мобілізованого 
контингенту і встановивши причини, які 
не дають змоги результативно виконати 
контрольні вправи ПФП, використання 
розроблених нами режимів тренувальних 
навантажень можуть не тільки прискорити 
розвиток фізичних якостей (швидкісний і 
статичної сили, силової витривалості), а і 
підвищить рівень адаптації їх організму до 
заданих умов рухової діяльності незалежно 
від індивідуальних функціональних можли-
востей за досить короткий проміжок часу 
(близько 3 міс підготовки) при мінімальному 
обсязі виконаній роботі, а найголовніше – без 
перевантажень і втрати фізичного здоров’я.
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ОСОБЕННОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ОПТИМАЛЬНЫХ БЕЗОПАСНЫХ РЕЖИМОВ 
ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ ДЛЯ ВОЕННО
СЛУЖАЩИХ ПРИ ПОДГОТОВКЕ И В 
УСЛОВИЯХ, ПРИБЛЕЖЕННЫХ К БОЕВЫМ 
ДЕЙСТВИЯМ 

Изучали необходимость и целесообразность применения 
интегрального метода для определения наиболее эффек-
тивных, но в тоже время безопасных режимов нагрузки для 
организма военнослужащих. Установлено, что несмотря 
на достаточно перспективное применение предложенного 
нами режима нагрузки высокой интенсивности (Ra=0,71 
усл.ед.) для повышения уровня физической подготовки 
военнослужащих в кратчайшие сроки в мирное время (с 
минимальным набором боевой экипировки), проблем-
ным вопросом является то, что в большинстве случаев 
наблюдается полное несоответствие достигнутой степени 
физического развития организма военнослужащих тем 
требованиям и задачам, которые ставятся в условиях 
непосредственных боевых действий. Решение этой 

Особливості визначення оптимальних безпечних режимів фізичного навантаження
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проблемы заключается в том, что бы при построение 
оптимальных режимов физической нагрузки для военно-
служащих учитывались не только их морфометрические 
показатели, состояние здоровья, возраст, направленность 
физической подготовки в зависимости от специализации, 
а также существенная разница между первичным уровнем 
их физического развития и теми нагрузками, которые им 
необходимо будет преодолеть в условиях боевых дейст-
вий. Использование разработанного нами интегрального 
метода определения безопасных режимов физической 
нагрузки для военнослужащих позволяет оптимизировать 
механизм поиска наиболее адекватных параметров объёма 
и интенсивности нагрузок, а также ускорить в кратчай-
шие сроки адаптационные изменения в их организме для 
повышения максимальной результативности на данном 
этапе подготовки.
Ключевые слова:интегральный метод определения 
величины нагрузки; режимы физических нагрузок; 
адаптационные реакции; кортизол; лактатдегидрогеназа; 
военнослужащие.
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DETERMINATION OF THE OPTIMAL 
SAFE MODE OF PHYSICAL ACTIVITY 
FOR THE MILITARY SERVANTS UNDER 
CONDITIONS CLOSE TO FIGHTING

The paper presents the results of research, allowing to estab-
lish the need for and feasibility of an integrated method to 
determine the most effective but at the same time safe modes 
of load to the body troops. We found that despite the rather 
promising application of our proposed mode of load of high 
intensity (Ra = 0,71) to increase the level of physical military 
training as soon as possible in time of peace (with a minimum 
set of combat equipment), problematic issue is that in most 
cases there is a complete mismatch achieved in the degree of 
physical development of the body of military requirements 
and the challenges posed in terms of direct hostilities. Using 
the integral method developed by us we determine the safest 
modes of exercise for the military servants to optimize the most 
appropriate parameters of volume and intensity of the load, 
and speed up the adaptive changes in their body to enhance 
maximum performance at this stage of preparation.
Key words: integral method for determining the load; exercise 
regimes; adaptive response; the military.
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Транспорт води через епітелій товстої кишки щурів 
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Вивчено вплив 5-добового введення антибіотиків групи цефалоспоринів - цефтріаксону (50 мг/кг) 
та групи макролідів - азитроміцину (15 мг/кг) на транспорт води через епітелій товстої кишки 
щурів-самців лінії Вістар (180-250 г) методом перфузії ізольованої ділянки in situ. Дія азитроміци-
ну зумовлювала в 2,4 раза (Р<0,001) підвищення, а цефтріаксону в 1,9 раза (Р<0,001) зменшення 
всмоктування води. Ці зміни не були пов’язані зі зрушеннями в кількісному та якісному складі прос-
вітної та пристінкової мікробіоти кишечника. Збільшення поглинання води за дії азитроміцину 
підвищувало експресію протеїну водного каналу - AQP8 в слизовій оболонці товстої кишки щурів, 
тоді як зменшення всмоктування води за дії цефтріаксону не викликало змін, але супроводжувалося 
прозапальними процесами та дегрануляцією тучних клітин у слизовій оболонці товстої кишки щурів. 
Ключові слова: товста кишка; цефтріаксон; азитроміцин; діарея; AQP8; тучні клітини.

ВСТУП

Одним з найчастіших симптомів, пов’язаних 
з прийомом антибіотиків, є розвиток діареї. 
Антибіотикасоційована діарея (ААД) – це 
як мінімум три і більше епізодів неоформле-
ного випорожнення, які розвиваються на тлі 
застосування антибактеріальних препаратів 
чи впродовж 4-8 тиж після їх відміни. Частота 
розвитку такого стану становить 5 - 30% [1]. 
Згідно з сучасною теорією етіопатогенезу 
ААД, не більше ніж 20% випадків асоційо-
вані з інфікуванням Clostridium difficili (С. 
difficili) [2]. Патогенез ідіопатичної ААД (не 
виявлений конкретний збудник діареї) може 
залежати від механізму антибактеріальної дії 
різних груп антибіотиків. Так, їх розвиток 
пов’язують з посиленням моторики кишеч-
ника (макроліди з 14-членим лактоним кіль-
цем); підвищенням внутрішньопросвітного 
осмотичного тиску за рахунок неповного 
всмоктування антибіотиків (цефоперазон, 
цефіксим); підвищенням активності секре-

торної функції кишечника у відповідь на по-
рушення декон’югації жовчних кислот чи змін 
вмісту коротколанцюгових жирних кислот, при 
зрушеннях у складі та метаболічній активності 
кишкової мікробіоти (характерно для антибіо-
тиків широкого спектра дії: флуороквінолони, 
цефалоспорини, кліндаміцин тощо) [3]. Одним 
із механізмів діареї за дії різних груп лікарських 
препаратів є прямий вплив на всмоктувальну 
функцію епітелію кишечника, так бісакодил 
- чи мізопростолвикликана діарея зумовлені 
активацією аденілатциклази ентероцитів з 
наступною стимуляцією активної секреції 
Cl-, HCO-

3, пасивного відтоку Na+, K+ та води. 
Блокада АТФази, дігоксином, ауранофіном, 
колхіцином чи олсалазіном, викликає діарею 
через пригнічення активності Na+, K+-насосу 
[4]. Питання щодо змін у всмоктувальній функ-
ції товстої кишки в патогенезі ААД, з огляду 
на механізм дії різних груп антибіотиків, не 
досліджувалося, хоча існують поодинокі дані 
про прямий ефект антибіотиків на транспортну 
функцію епітелію [5].
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Антибіотики широкого спектра дії ряду 
макролідів та цефалоспоринів є найбільш 
вживаними в клінічній практиці. Цефало-
спорину властивий бактерицидний ефект, а 
макролідам – бактеріостатичний [6]. Мак
роліди мають макроциклічне лактонне кільце 
(макролідне кільце), яке з’єднане з одним 
або кількома вуглеводневими залишками. 
Залежно від числа атомів вуглецю, які вхо-
дять до складу лактонного кільця, макроліди 
поділяться на 12-, 14-, 15-, 16- та 17-член-
ні. Препарати групи макролідів порушують 
синтез білка, що призводить до пригнічення 
розмноження і зниження вірулентності мі-
кробних клітин, через зворотне зв’язування з 
каталітичним пептидил-трансферазним цент-
ром 50S-субодиниці рибосом [7]. 

Цефалоспорини – ряд природних і на-
півсинтетичних антибіотиків, які являють 
собою біциклічні з’єднання, що складаються 
з β-лактамних і дигідротіазинового кілець. 
Обидва кільця утворюють 7-аміноцефалоспо-
ринову кислоту – загальне ядро молекули 
цефалоспоринів. Останні пригнічують синтез 
клітинної стінки бактерій, що викликає заги-
бель бактерій внаслідок осмотичного лізису 
[8].За даними літератури, при призначені 
цефалоспоринів діарея виникає у 4 - 9 % 
випадків, а макролідів – 2 – 5 % [9].

Метою нашої роботи був порівняльний 
аналіз впливу азитроміцину (антибіотик 
групи макролідів з 15-членним лактоним 
кільцем) і цефтріаксону (антибіотик групи 
цефалоспоринів ІІІ покоління) на потік води 
через епітелій товстої кишки щурів. 

МЕТОДИКИ

Дослідні тварини та схема експерименту. 
Дослідження проводили на 58 білих лабо-
раторних щурах-самцях масою 180-250 г. 
Тварин утримували в стандартних умовах 
віварію при сталій температурі та вологості 
повітря. Експерименти проводили згідно з 
етичними принципами, ухваленими Першим 
національним конгресом України з біоетики, 

міжнародним угодам, національному зако-
нодавству у цій галузі [10] та біоетичною 
комісією ННЦ “Інститут біології” Київсько-
го національного університету імені Тараса 
Шевченка. Тварини були розподілені на 4 
групи: І (n=12) і ІІ (n=19) контрольні, яким 
вводили 1 мл і 0,1 мл води для ін’єкцій пе-
рорально і внутрішньом’язово відповідно; ІІІ 
дослідна група (n=13) – перорально отриму-
вали азитроміцин (“ПЛІВА” Хорватія) в дозі 
15 мг/кг у вигляді водної суспензії з концент-
рацією діючої речовини 4 мг/мл; IV дослідна 
група (n=14) – щодобово внутрішньом’язово 
вводили цефтріаксон (“Артеріум”, ВАТ 
“Київмедпрепарат”, Україна) в дозі 50 мг/кг 
протягом 5 діб. На 6-ту добу після початку 
експерименту (началом експерименту вва-
жали перший день введення антибіотика) у 
щурів визначали сумарний потік води через 
епітелій товстої кишки, методом перфузії 
ізольованої ділянки кишки in situ. Частину 
щурів, у яких не перфузували товсту киш-
ку, збирали фекалії для мікробіологічного 
дослідження, після цього їх умертвляли за 
допомогою цервікальної дислокації, вида-
ляли товсту кишки. Два сантиметра товстої 
кишки на відстані 3 см від анального отвору 
занурювали в 10 %-й формалін для гісто- та 
цитохімічного аналізу, 1 см кишки брали на 
мікробіологічний посів, з решти кишки зіш-
крябували слизову та занурювали в рідкий 
азот для подальших молекулярно-біологічних 
досліджень.

Здійснювали щодобовий моніторинг 
клінічних параметрів стану щурів: за масою 
тіла, млявістю (0-3 бали: 0 - норма, 1 – по-
мірно піднята шерсть, 2 – тварина брудна, 
зменшення спонтанних рухів, 3 – тварина 
майже не рухається, не реагує на інших 
тварин), діареєю (визначали за м’якістю ви-
порожнення).

Сумарний транспорт води через епітелій 
товстої кишки щурів досліджували методом 
перфузії ізольованої ділянки товстої кишки 
in situ [11]. Тварин наркотизували уретаном 
(“Sigma Chemical Co”., США), з розрахунку 
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1,15 г/кг (внутрішньоочеревинно). Сталу 
температуру тіла щурів (37оС) підтримува-
ли за допомогою грілки. Для попередження 
респіраторної недостатності виконували 
трахеотомію. Після цього відкривали черевну 
порожнину (лапаротомія), підтягували товсту 
кишку, накладали першу лігатуру на межі 
переходу сліпої у висхідну частину ободової 
кишки та робили надріз кишки і вводили 
привідний катетер для подачі перфузійного 
розчину. Через 8-10 см дистальніше від пер-
шої лігатури, накладали другу. Сегмент тов-
стої кишки промивали теплим фізіологічним 
розчином та вводили вивідний катетер для 
збору відтікаючого (аспірованого) розчину, 
який фіксували другою лігатурою. Після цьо-
го закривали черевну порожнину. Привідний 
катетер під’єднували до багатоканального 
перистальтичного насоса (“Minipuls 3”, 
Gilson®), який подавав перфузійний розчин 
(37°С) з постійною швидкістю 0,18-0,2 мл/
хв. Як перфузійний розчин використовували 
модифікований ізотонічний розчин Кребса-
Хенселайта (ммоль/л): NaCl – 117; КСl – 5,9; 
NaHCO3 – 24,8; CaCl2– 2,5; MgCl2 – 1,2; 
NaH2PO4 – 1,2; глюкоза – 5,5; pH 7,4, до якого 
додавали неабсорбований маркер феноловий 
червоний (20 мг/л).

Після 60-хвилинної перфузії (еквілібра-
ційний період) відтікаючий розчин збирали 
впродовж 180 хв, через кожні 20 хв. Результа-
ти, отримані за кожний період, усереднюва-
ли. В кінці експерименту щурів умертвляли 
введенням летальної дози наркозу. Сегмент 
кишки, що перфузували, швидко видаляли, 
розрізали його в повздовжньому напряму, 
обережно промокали фільтрувальним папе-
ром та висушували в термостаті (60°С, 20 
год), для отримання сухої маси в грамах. 

Для розрахунку сумарного потоку (Jnet) 
води визначали концентрацію неабсорбова-
ного маркера фенолового червоного колори-
метричним аналізом на спектрофотометрі 
(Synergy HT BioTek), при трьох довжинах 
хвиль 520, 560, 600 нм для визначення по-
правки на неспецифічну абсорбцію [12]. 

Сумарний потік води вираховували за 
формулою:

Jnet води = , де

J net води –сумарний потік води (мкл/хв∙г);
ʋ–швидкість подачі перфузату (мл∕хв);
Сn і Сα –концентрація фенолового черво-

ного в перфузійному і в аспірованому розчині 
відповідно;

W–суха маса сегменту кишки (г).
Позитивний результат свідчить про 

всмоктування, негативний – секрецію.
Імуноблотинг. Ізольовану ділянку товстої 

кишки подрібнювали за допомогою гомогені-
затора “Dounce” (“Sigma”, США) в лізуючому 
буфері (0,1% додецилсульфат натрію, 1% 
тритон x100, 2 мкмоль/л фенілметилсуль-
фонілфлуорид, з додаванням коктейлю ін-
гібіторів протеїназ 16,65 мл; (“Sigma”, США) 
та фосфатаз (10 мкмоль/л ортованадат натрію; 
“Sigma”, США). Концентрацію загального 
протеїну вимірювали за методом Бредфорд з 
використанням набору «Bio-Rad для білково-
го аналізу» (“Bio-Rad”, США). Розділення та 
визначення вмісту протеїнів (100 мкг загаль-
ного протеїну/зразок) методом імуноблотингу 
проводили в 12%-м содіум додецилсульфат-
ному поліакріламідному гелі з наступним 
переносом на нітроцелюлозну мембрану 
“Hybond-ECL” (“Amersham Biosciences”, 
США), згідно з стандартним протоколом 
фірми «Bio-Rad». Антитіла до AQP8 (1:500; 
“Sigma-Aldrich”, Німеччина), використову-
вали для визначення вмісту відповідних про-
теїнів, з наступною інкубацією з вторинними 
антитілами, кон’югованними з пероксидазою 
хріну (1:10000, “Santa-Cruz Biotech.”, США). 
Візуалізацію імуноблоту проводили ентерох-
ромофіноподібним реагентом (Н2О – 9 мл, тріс 
для 1M ентерохромофіноподібного-реагента 
– 10 мл, 68 ммоль кислоти кумарі – 225 мкл 
(-20 ºС), 1,2 ммоль люмінол – 500 мкл (-20 ºС) 
(“Amersham Biosciences”, США). Результати, 
не менше двох різних експериментів, аналіз-
ували за допомогою програми Phoretix1D.

Транспорт води через епітелій товстої кишки щурів за умов експериментального дизбіозу
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Морфометричний аналіз гістологічних 
зрізів товстої кишки. Ділянки товстої кишки 
довжиною 2 см, які видаляли на відстані 3 
см від анального отвору, фіксували у 10%-
му формаліні, заливали у парафін за загаль-
ноприйнятою методикою, та виготовляли 
поперечні зрізи товщиною 5 мкм на ротор-
ному мікротомі (“Thermo Scientific™ HM 
325 Rotary Microtome”). Зрізи забарвлювали 
гематоксиліном з дофарбуванням еозином та 
аналізували під мікроскопом для виявлення 
морфологічних змін. Для морфометричного 
аналізу виготовляли цифрові мікрофотографії 
при збільшенні у 100 та 400 разів. Використо-
вували мікроскоп Olympus System Microscope 
ModelBX41 та фотокамеру Olympus Digital 
Camera C5050 Zoom (Японія). За допомогою 
комп’ютерної програми Imagе J вимірювали 
товщину слизової оболонки, глибину крипт, 
висоту епітеліоцитів та площу поперечного 
перерізу їх ядер, площу поперечного перерізу 
келихоподібних клітин. Також підраховували 
кількість келихоподібних клітин.

Цитохімічне визначення тучних клітин. 
Зрізи товстої кишки забарвлювали за допо-
могою набору для цитохімічної ідентифікації 
тучних клітин толуїдиновим синім (ТОВ 
«БиоВитрум», Росія). Забарвлення проводили 
згідно з протоколом фірми-виробника. В туч-
них клітинах підраховували кількість гранул 
на одну клітину під імерсійним об’єктивом мі-
кроскопа (“Olympus System Microscope Model 
BX41”). У кожній експериментальній групі 
було проаналізовано щонайменше 100 клітин.

Мікробіологічний аналіз вмісту кишечни-
ка. Для мікробіологічного аналізу збирали 1 г 
фекалій та ділянки слизової оболонки (1 см2) 
товстої кишки на відстані 2 см від анального 
отвору. Фекалії відбирали у пробірку з 9 мл 
фізіологічного розчину, після чого здійс-
нювали поступове розведення з 10-1 до 10-9 

(фекальний біоптат). Ділянки товстої кишки 
тричі промивали від хімусу у фізіологічному 
розчині, після чого подрібнювали у гомо-
генізаторі Поттера та робили розведення з 
10-1 по 10-5 у фізіологічному розчині (при-

стінковий біоптат). Експериментально було 
адаптовано основні розведення для засіву на 
відповідні елективно-диференційні середо-
вища (“HiMedia Laboratories Pvt.Ltd”, Індія). 
Подальшу ідентифікацію виділених мікро-
організмів здійснювали за морфологічними, 
тинкторіальними та фізіолого-метаболічними 
показниками. Вміст бактерій представляли як 
кількість колонієутворюючих одиниць на 1 г 
фекалій чи колоніє утворюючих одиниць на 
1 см2 пристінкового біоптату товстої кишки.

Статистична обробка результатів. 
Аналіз результатів проводили з використан-
ням програми Statistica 8.0. Для кожної з ви-
бірок перевіряли чи є нормальним розподіл 
досліджуваного показника, застосовуючи 
критерій Шапіро-Вілка. Для порівняння ви-
бірок результатів сумарного потоку води 
використовували непараметричний метод 
– ранговий критерій груп U-тест Манна-Віт-
ні. За умов нормального розподілу вибірок 
використовували критерій t Стьюдента. 
Середні значення сумарних потоків води 
представлені у вигляді медіани та процентилі 
[25;75], решта результатів – середнє значення 
± стандартна помилка середнього (M±m). 
Статистично значущою для всіх показників 
вважали різницю Р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

П’ятидобове введення азитроміцину не ви-
кликало значних змін у масі тіла та характері 
випорожнень щурів. Дослідження транспорт-
ної функції епітелію товстої кишки тварин на 
наступний день після останнього введення 
азитроміцину (6-ту добу експерименту) вия-
вило збільшення всмоктування води в 2,4 раза 
(Р<0,001). Так, сумарний потік води через 
епітелій товстої кишки в контрольній групі 
щурів становив 17,87 [9,74; 37,54] мкл/хв.г, а 
після введення азитроміцину – 47,67 [40,72; 
59,14] мкл/хв.г (рис.1). 

Після ін’єкції цефтріаксону розвивалася 
діарея впродовж всього дослідного періоду. 
При цьому кількість тварин з рідким випо-
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рожненням пропорційно збільшувалася з по-
довженням терміну терапії: з 5% - на 2-й день 
до 11% - на 6-й день експерименту. Клінічні 
прояви діареї супроводжувалися зменшен-
ням в 1,9 раза (Р<0,001) всмоктування води 
через епітелій товстої кишки, з 30,49 [16,33; 
51,02] мкл/хв.г у контрольній групі до 15,73 
[7,77; 30,46] мкл/хв.г у дослідній (див. рис. 
1). Отже, азитроміцин та цефтріаксон мають 
різнонаправлений вплив на потік води через 
епітелій товстої кишки.

Вважається, що одним із механізмів роз-
витку діарейних явищ при антибіотикотерапії 
є порушення колонізаційної резистентності 
нормобіоти. Ми досліджували вплив введен-
ня азітроміцину та цефтріаксону на просвіт-
ну (фекальну) та пристінкову (як таку, що 
визначає цілістність епітеліального бар’єра) 
мікробіоту. Слід відмітити, що кількість об-
лігатних цукролітичних біктерій родів Bifi-
dobacterium та Lactobacillus у обох біоптатах 
залишалась у межах норми. Підвищення кіль-
кості Propionibacterium при введенні азітро-
міцину в просвітному біоптаті (з lg 5,5 + 0,2 
до lg 8,0 + 0,9 КУО/г, P<0,05) та цефтріаксону 
у пристінковому біоптаті (з lg 5,7 + 0,4 до lg 
7,7 + 0,3 КУО/г, P<0,05) може розглядатись 
як компенсаторний механізм у забезпеченні 
трофічного та енергетичного живлення епі-

теліоцитів. Збільшення числа представників 
роду Сlostridium у пристінковому, при вве-
денні азітроміцину, та фекальному біоптатах, 
при введенні цефтріаксону, можна розглядати 
з двох позицій: з одного боку вони відно-
сяться до умовно-патогенної мікробіоти, а 
вид С. difficili вважається одним з факторів 
розвитку псевдомембранозного коліту [2]; з 
іншого боку – клостридії є найбільш активни-
ми продуцентами бутирату, який вважається 
найкращим енергетичним субстратом для 
клітин епітелію товстої кишки та відіграє 
суттєву роль в їх проліферації і диференціації 
[13]. Ми спостерігали підвищення кількості 
мікроорганізмів гемолітичної мікробіоти в 
фекаліях щурів після ін’єкції цефтріаксону 
(з lg 0+0 до lg 5,0 + 0,2 КУО/г, P<0,05), при 
цьому на фоні азитроміцину цей показник 
становив lg 0+0 КУО/г. У пристінковому 
біоптаті після терапії цефтріаксону чи ази-
троміцину не спостерігався ріст гемолітичної 
мікрофлори. Більше того, кількість інших 
умовно-патогенних мікроорганізмів зали-
шалась у межах контрольних значень як у 
фекальному, так і пристінковому біоптатах. 
Ми припускаємо, що виявлена гемолітич-
на мікрофлора є транзиторною, і не може 
спричинювати стійку діарею. Таким чином, 
зміни всмоктувальної функції епітелію тов-
стої кишки після терапії з азитроміцином чи 
цефтріаксоном не пов’язані з ростом умовно-
патогенної мікрофлори. 

Всмоктування води через епітелій товстої 
кишки відбувається двома шляхами: параце-
люлярно (міжклітинний) та трансцелюлярно 
(за допомогою спеціальних, вбудованих в 
апікальну та базолатеральну мембрани ка-
налів, що носять назву аквапорини – AQP) 
[14]. На сьогодні відомо 11 типів AQP-
каналів, серед яких: 1, 3, 7, 10 та 11 експресу-
ються в різних відділах травного тракту, тоді 
як AQP 8 є селективними для товстої кишки 
[15]. У дослідженнях на ізольованих колоно-
цитах показано, що блокада AQP 8-каналів 
маленькими інтерферуючими РНК значно 
пригнічує трансцелюлярний транспорт води 

Рис.1. Сумарний потік води через епітелій товстої 
кишки щурів після 5- добового введення антибіотиків 
азитроміцину (15 мг/кг, per os) та цефтріаксону (50 мг/
кг, внутрішньом’язово): 1 – контроль; 2 – азитроміцин; 
3 – цефтріаксон.
*** Р<0,001 відносно показників у контрольній групі
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Таблиця 1. Вплив азітроміцину (15 мг/кг, per os) та цефтріаксону (50 мг/кг, внутрішньом’язово)  
на мікробіоту товстої кишки щурів

Мікроорганізми

Азітроміцин Цефтріаксон 
Просвітна, 
lg КУО/г

Пристінкова,
lg КУО/см2

Просвітна,
lg КУО/г

Пристінкова,
lg КУО/см2

контроль дослід контроль дослід контроль дослід контроль дослід
Bifidobacterium sp. 8,6 + 0,1 8,5 + 0,5 5,7 + 0,1 4,7 + 0,9 8,7 + 0,3 7,7 + 0,8 5,3 + 1,0 4,0 + 0,3

Lactobacillus sp. 7,0 + 0,4 6,7 + 0,3 3,6 + 0,4 4,0 + 0,9 6,3 + 0,4 5,0 + 1,5 2,0 + 0,9 2,4 + 0,3
Propionibacterium sp. 5,5 + 0,2 8,0 + 0,9* 3,6 + 0,1 4,5 + 0,5 8,2 + 0,9 7,1 + 0,3 5,7 + 0,4 7,7 + 0,3*
E.coli з нормаль

ними ферментатив 
властивостями

6,8 + 0,2 3,5 + 1,5* 2,5 + 0,5 2,0 + 0,9 4,5 + 0,5 2,1 + 1,6* 1,7 + 0,3 0+0*

E.coli
зі зниженими 

ферментативними 
властивостями

4,6 + 0,4 4,6 + 0,3 1,6 + 0,3 1,4 + 0,5 4,7 + 0,3 5,5 + 0,4 0,7 + 0,6 0+0

Умовно-патогенні 
ентеробактерії 2,6 + 0,4 2,3 + 0,1 0+0 0+0 2,0 + 0,2 4,0 + 1,0* 1,4 + 0,8 1,0 + 0,5

Staphylococcus 
aureus 3,3 + 0,6 3,8 + 0,2 2,6 + 0,3 0 3,5 + 1,2 5,0 + 0,8 0+0 0+0

Staphylococcus
epidermidis 6,6 + 0,3 6,0 + 0,2 2,7 + 0,1 2,1 + 0,1 4,5 + 0,8 3,1 + 12 0 0

Сlostridium sp. 2,0 + 0,1 2,6 + 0,4 0 1,6 + 0,1* 1,8 + 0,6 4,1 + 1,0* 0 0
Candida sp

та інші гриби 0 0 0 0 1,8 + 1,6 0 0 0

Гемолітична  
мікрофлора 2,8 + 0,2 0 0 0 0 5,0 + 0,2* 0 0

* Р <0,05 відносно значень у відповідній контрольній групі.

через апікальну мембрану поверхневих ко-
лоноцитів [16]. Зменшення їх експресії у 
слизовій оболонці товстої кишки пов’язані з 
розвитком діареї, викликаної інфільтрацією 
нейтрофілів на фоні терапії 5-флуороураци-
лом [17], за умов експериментальної харчової 
алергії у мишей [18], а також у пацієнтів з 
діарією при синдромі подразненого кишеч-
ника [19]. Логічно припустити, що отримані 
зміни у потоці води можуть бути пов’язані з 
рівнем експресії AQP 8-каналів.

Нами було показано значну експресію про-
теїну AQP 8 в слизовій оболонці товстої кишки 
щурів контрольної групи, що свідчить про 
визначну роль цих каналів в її функціонуванні. 
Щодобове введення щурам антибіотика групи 
макролідів азитроміцину зумовлювало підви-
щення експресії протеїну AQP 8 в слизовій 
оболонці товстої кишки щурів у 10% (Р<0,05; 

рис. 2). На відміну від азитроміцину, для цеф-
тріаксону не чинило статистично вірогідних 
змін у рівні експресії протеїну AQP8. 

Відомо, що антибіотики ряду макролідів 
використовуються для лікування хронічної 
діареї, при цьому встановлено, що позитив-
ний ефект був пов’язаний з антизапальною 
дією на епітелій кишечника [20]. Нами впер-
ше встановлено, що азитроміцин підвищує 
рівень експресії AQP 8 в слизовій оболонці 
товстої кишки щурів, що супроводжувалося 
збільшенням всмоктування води і може бути 
додатковим фактором при призначенні анти-
біотиків цієї групи для лікування хронічної 
діареї. Описаний в літературі розвиток діареї 
на фоні терапії макролідами [9] не підтвер-
дився в наших дослідженнях з азитроміцином. 
Ми припускаємо, що випадки діареї на фоні 
застосування макролідів пов’язані з їх прокі-
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нетичною дією, яка описана для антибіотиків 
з 15-членним лактонним кільцем [21]. 

На відміну від антибіотиків ряду ма-
кролідів, які використовуються для змен-
шення запалення та лікування алергічних 
реакцій, антибіотики ряду цефалоспоринів 
можуть мати побічну дію у вигляді алергічної 
реакції, що пов’язано з активацією тучних 
клітин і розвитком запалення [22]. Збільшен-
ня числа тучних клітин у слизовій оболонці 
товстої кишки може супроводжуватися роз-
витком діареї. Це доведено як на експери-
ментальних моделях [23], так і в клінічних 
спостереженнях. Показано, що блокатори 
Н1-гістамінових рецепторів і стабілізатори 
мембрани тучних клітин зменшували прояви 
діареї [24]. Відомості щодо впливу цефало-
споринів на стан тучних клітин слизової обо-
лонки товстої кишки, як один із причинних 
факторів розвитку діареї, відсутні. 

У нашій роботі 5-добове введення цеф-
тріаксону викликало значні прозапальні 
зміни у слизовій оболонці товстої кишки 
щурів. Спостерігався виражений набряк і 
десквамація епітелію. Дані морфометричного 
аналізу виявили впродовж збільшення в 1,6 

раза товщини слизової оболонки (Р<0,001), в 
1,4 раза – глибини кишкових крипт (Р<0,001) 
та площі поперечного перерізу ядер епітеліо-
цитів (Р<0,001). Також спостерігалося збіль-
шення кількості келихоподібних клітин, але 
зменшення їх розміру (табл. 2).

Ми припустили, що прозапальні зміни за 
дії цефтріаксону і, пов’язана з ними діарея, є 
результатом активації тучних клітин слизової 
оболонки кишечника. Провели порівняль-
ний аналіз рівня дегрануляції тучних клітин 
(показник активації клітин) після 5-добової 
терапії азитроміцином чи цефтріаксоном. 
Останій зумовлював зменшення кількості 
гранул тучних клітин в 2,4 раза (Р<0,05) 
порівнянно з контрольною групою тварин, 
тоді як азитроміцин не впливав на цей по-
казник (рис. 3).

Отримані результати дозволяють припу-
стити, що розвиток діареї за короткотривалої 
дії антибіотика групи цефалоспоринів цеф-
тріаксону пов’язаний зі здатністю β-лактамних 
антибіотиків активувати тучні клітини [22]. 
Основним медіатором тучних клітин є гістамін, 
який є потужним стимулятором секреції через 
епітелій товстої кишки [25], що є підґрунтям 

Транспорт води через епітелій товстої кишки щурів за умов експериментального дизбіозу

Рис. 2. Імуноблотинграма вмісту протеїну AQP8 в слизовій оболонці товстої кишки щурів після 5-добового введення 
антибіотиків азитроміцину (а; 15 мг/кг, per os) та цефтріаксону (б; 50 мг/кг, внутрішньом’язово): 1 – контроль; 2 – дослід. 
* Р<0,05 відносно показників у контрольній групі 
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для подальшого тестування стабілізаторів 
тучних клітин чи антагоністів гістамінових 
рецепторів для запобігання розвитку діареї на 
фоні терапії цефалоспоринами.

ВИСНОВКИ

1. П’ятидобова терапія з антибіотиком групи 
макролідів азитроміцином чи групи цефало-
споринів цефтріаксоном викликала різнона-
правлений ефект на транспорт води через 
епітелій товстої кишки щурів. Азитроміцин 
зумовлював підвищення, а цефтріаксон змен-
шення всмоктування води. 

2. Зміни в транспортній функції епітелію 
товстої кишки щурів після терапії з азитро-
міцином чи цефтріаксоном не були пов’язані 
зі змінами у кількісному та якісному складі 
просвітної та пристінкової мікробіоти.

3. Збільшення всмоктувальної здатності 
слизової оболонки товстої кишки щурів після 

введення азитроміцину може бути пояснене 
підвищенням експресії протеїну AQP8, а 
зменшення після застосування цефтріаксону, 
може бути пояснене розвитком прозапальних 
змін та активацією тучних клітин в слизовій 
оболонці кишечника.
Робота була виконана за кошти гранта Прези-
дента України для обдарованої молоді «Розробка 
методів прогнозування та профілактики по-
рушень в шлунково-кишковому тракті, викли-
каних антибактеріальною терапією» (договір 
№ 12/2011) та бюджетної теми 01БФ-03601 
«Механізми реалізації адаптаційно-компесатор-
них реакцій організму за умов розвитку різних 
патологій».

Т.В. Довбинчук, Л.В. Закордонець, А.В. Путни-
ков, И.Н. Варенюк, А.П. Тяпко, Н.Н. Рослова, 
Т.М. Сергейчук, О.В. Линчак, Н.Э. Дзержинсь-
кий, Т.В. Береговая, А.Н. Толстанова

ТРАНСПОРТ ВОДЫ ЧЕРЕЗ ЭПИТЕЛИЙ  
ТОЛСТОЙ КИШКИ КРЫС В УСЛОВИЯХ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ДИЗБИОЗУ

Изучено влияние 5-дневного введения антибиотиков груп-
пы цефалоспронинов - цефтриаксона (50 мг/кг) и группы 
макролидов - азитромицина (15 мг/кг) на транспорт 
воды через эпителий толстой кишки крыс-самцов линии 
Вистар (180-250 г) методом перфузии изолированного 
участка кишки in vivo. Действие азитромицину вызывал 
в 2,4 раза усиление, а цефтриаксон в 1,9 раз уменьшение 
всасывания воды. Эти изменения не были связаны с 
нарушениями в количественном и качественном составе 
фекальной и пристеночной микрофлоры толстой кишки. 
Усиление всасывания воды на фоне введенния азитроми-
цина сопровождалось повышением экспресси протеина 
водных каналов – AQP 8 в слизистой оболочке толстой 
кишки крыс, тогда как уменьшение всасывания воды на 
фоне введенния цефтриаксона не вызывало изменений 
но сопровождалось провоспалительными изменениями 

Т.В. Довбинчук, Л.В. Закордонець1, А.В. Путніков, І.М. Варенюк, О.П. Тяпко, Н.М. Рослова, Т.М. Сергійчук,  О.В. Линчак,  
М.Е. Дзержинський, Т.В. Берегова, Г.М. Толстанов

Рис.3. Рівень дегрануляції тучних клітин після 5-добової 
терапії азитроміцином (15 мг/кг, per os) та цефтріаксоном 
(50 мг/кг, внутрішньом’язово). 
1 – контроль; 2 – цефтріаксон; 3 – азитроміцин. * Р<0,05 
відносно показників у контрольній групі 
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Таблиця 2. Морфометричний аналіз слизової оболонки товстої кишки щурів  
після 5-добової терапії цефтріаксоном (50 мг/кг, внутрішньом’язово)

Показники Контроль Цефтріаксон
Товщина слизової оболонки, мкм 138,03 ± 34,85 215,02 ± 34,85***
Глибина крипт, мкм 129,47 ± 18,5 179,42 ± 40,52***
Площа поперечного перерізу, мкм2

          ядер ентероцитів, 14,85 ± 4,85 20,52 ± 5,0***
       келихоподібних клітин 72,94 ± 31,62 62,08 ± 28,55*

* Р <0,05; *** Р<0,001 відносно значень у контрольній групі.
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и дегрануляцией тучных клеток слизистой оболочки 
толстой кишки. 
Ключевые слова: толстая кишка; цефтриаксон; азитроми-
цин; диарея; AQP 8; тучные клетки.

T. Dovbynchuk, 1L. Zakordonets, A. Putnikov,  
I. Vareniuk, О. Tiapko, N. Roslova, T. Sergiychuk, 
O. Lynchak, M. Dzerzhynsky, Т. Beregova,  
G. Тоlstanova

NET WATER TRANSPORT VIA RAT COLON 
EPITELIUM UNDER THE EXPERIMENTAL 
DYSBIOSIS

The aim of the present study was to investigate the effect of 
cephalosporin antibiotic ceftriaxone (50 mg/kg, i/m) and mac-
rolide antibiotic azithromycin (15 mg/kg, per.os.) on net water 
transport across rat colonic epithelium. Study was done on 
male Wistar rats (180-250 g). Azithromycin or ceftriaxone was 
injected daily for 5 days. Net water transport was evaluated on 
the 6th day by isolated colonic loop perfusion technique in vivo 
on anaesthetized rats. Treatment with azithromycin increased 
2,4-fold the absorption of water, while ceftriaxone caused 
decrease 1,9-fold water absorption. The antibiotics treatment 
within five days didn’t change the composition of the fecal and 
colonic parietal microbiota. Azithromycin-induced increase 
in water absorption was associated with upregulation of AQP 
8 water channel expression (Р˂0,05) in colonic mucosa. 
Ceftriaxone treatment didn’t change protein level of AQP 8 but 
induced pro-inflammatory changes in colonic mucosa structure 
and mast cells degranulation. We showed for the first time the 
opposite effects of macrolide and cephalosporin antibiotics on 
net water transport across rat colonic epithelium.
Key words: colon; ceftriaxone; azithromycin; diarrhea; AQP 
8; mast cell.

Taras Shevchenko National University of Kyiv, Kyiv; 
1O.O. Bogomolets National Medical University, Kyiv
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Склад шлункового соку та жовчі щурів  
при хронічному панкреатиті
З.А.Горенко, О.А.Грінченко, С.П.Весельський, В.М.Бабан 
Науково-дослідний інститут фізіології ім. академіка Петра Богача Навчально-наукового  
центру «Інститут біології» Київського національного університету ім. Тараса Шевченка;  
e-mail: geminiz@ukr.net

Особливості секреторних функцій шлунка та печінки щурів вивчали за умов експериментального 
хронічного панкреатиту, який моделювали за допомогою L-аргініну. Базальну шлункову секрецію 
досліджували в хронічних спробах методом аспірації на 10-ту та 63-тю доби, а підшлункову та 
печінкову – в гострих дослідах на 13-ту та 68-му доби після останнього введення L-аргініну. Вста-
новлено, що характер секреторної відповіді органів травного тракту залежить від тривалості 
перебігу патології. На 10-ту добу функціональний стан секреторного апарату шлунка у щурів із 
хронічним панкреатитом характеризується посиленням кислотоутворення та секреторною не-
достатністю слизпродукуючих клітин. На 13-ту добу при збільшенні об’ємів панкреатичного та 
печінкового секретів відбувається перерозподіл у спектрі холатів, який свідчить про погіршення 
детергентних властивостей жовчі, пригнічення кислого шляху біосинтезу жовчних кислот та 
кон’югації холанових кислот з таурином. Через 2 міс перебігу патології загальний дефіцит аміно-
кислот у шлунковому соку корелює з екзокринною недостатністю підшлункової залози. При цьому 
кислотність шлункового вмісту частково відновлюється, натомість рівень секреції білків та слизу 
продовжує знижуватись. У печінці пригнічуються процеси гідроксилювання, а також кон’югації 
жовчних кислот з амінокислотами, що свідчить про порушення синтетичної та детоксикаційної 
функцій залози.
Ключові слова: хронічний панкреатит; шлункова секреція; соляна кислота; жовчоутворення; 
жовчні кислоти.

ВСТУП

Хронічний панкреатит є одним з найбільш 
складних і тяжких захворювань травної сис-
теми. За даними МОЗ України у 2005-2010 рр. 
його питома вага серед усіх хвороб органів 
травлення становила 10,5 %, а смертність від 
панкреатитів та пухлин підшлункової залози 
посіла друге місце у гастроентерологічній 
клініці після цирозу печінки. Етіологічними 
чинниками виникнення панкреатиту можуть 
бути патології інших органів травлення: гіпо- 
та анацидний гастрити, атрофічний дуоденіт, 
пептична виразка та дивертикули дванадця-
типалої кишки. Такий зв’язок зумовлений 
порушенням гуморального шляху регуляції 
зовнішньосекреторної функції підшлунко-

вої залози [1,2]. Однією з основних причин 
високої летальності при панкреатитах (24- 
70 %) є виникнення панкреонекрозу, котрий 
в багатьох випадках розвивається через пізнє 
звертання хворих за допомогою, помилки у 
діагнозі, недооцінку важкості стану пацієнта, 
обрання неадекватної тактики лікування [3]. 
Як наслідок у хворих виникають усклад-
нення у вигляді серцево-судинної, ниркової, 
респіраторної та печінкової недостатності, а 
також різноманітні дисфункції шлунка, зо-
крема набряк, ерозії, крововиливи та виразки 
слизової оболонки [4,5]. Такі ускладнення 
виникають внаслідок зміни співвідношення 
факторів захисту та агресії на користь остан-
ніх. Деякі автори відносять панкреатит до 
кислотозалежних захворювань. Підвищення 
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рН або ацидифікація дванадцятипалої кишки 
порушують гуморальні механізми регуляції 
зовнішньосекреторної функції підшлункової 
залози, що може бути одним з механізмів 
розвитку чи збільшення тяжкості перебігу 
хронічного панкреатиту [6]. Вже за першу 
добу розвитку панкреатиту в тканинах під-
шлункової залози, шлунка, печінки, легенів, 
селезінки та в циркулюючій крові різко зро-
стає концентрація активних форм кисню, 
оксиду азоту та всіх медіаторів запалення, 
що пояснює механізми розвитку локальної, 
органної та системної запальної відповіді [7]. 
Через портальну вену та грудну лімфатичну 
протоку у системний кровотік потрапляє 
велика кількість ферментів, цитокінів та різ-
номанітних метаболітів, котрі утворюються 
в підшлунковій залозі, позаочеревинній кліт-
ковині, черевній порожнині та в порожнині 
шлунково-кишкового тракту, що призводить 
до розвитку панкреатогенної токсинемії. Ток-
сичні метаболіти, котрі циркулюють у крові, 
здійснюють прямий ушкоджувальний вплив 
на легені, нирки, печінку, ЦНС [4]. 

Розвиток печінкової недостатності при 
панкреатитах зумовлений тим, що печінка – 
перший і головний бар’єр для активованих 
панкреатичних та лізосомальних ферментів, 
а також токсичних продуктів розпаду парен-
хіми, котрі надходять по системі ворітної 
вени від підшлункової залози та із черевної 
порожнини. Розлади функцій печінки при 
панкреатиті пов’язані з розвитком глибоких 
мікроциркуляторних порушень, дегенера-
тивно-дистрофічними змінами гепатоцитів 
та декомпенсацією внутрішніх механізмів 
детоксикації. В результаті порушення кровоо-
бігу, гіпоксії та морфологічних змін стражда-
ють жовчоутворювальна, білоксинтезувальна, 
детоксикаційна та інші функції печінки, що 
в свою чергу погіршує перебіг панкреатиту 
[5,8,9].

Зважаючи на актуальність вивчення ме-
ханізмів формування та перебігу гострого і 
хронічного панкреатитів, а також особливо-
стей функціонування інших органів і систем 

при цих патологіях, різними авторами було 
запропоновано низку інвазивних та неінва-
зивних експериментальних моделей панкре-
атитів [7,10]. Однією з неінвазивних та легко 
відтворюваних моделей як гострого, так і 
хронічного панкреатиту є L-аргінінова, при 
якій не пошкоджуються острівці Лангерган-
са, тобто не страждає ендокринна функція 
підшлункової залози [11]. Механізми пошкод-
жувальної дії аргініну до кінця не з’ясовані, 
проте дані багатьох досліджень свідчать, що 
провідну роль у розвитку цієї патології відіг-
рають радикали кисню [12] та оксид азоту  
[13], медіатори запалення [14], метаболіти 
арахідонової кислоти [15]. Окрім того, при 
гострому панкреатиті у щурів, викликаному 
застосуванням аргініну, характерною рисою 
є пошкодження цитоскелета панкреатичних 
ацинарних клітин, що супроводжується 
збільшенням вмісту білків теплового шоку, 
зокрема HSP27 та HSP70 [16].

Незважаючи на численні експерименталь-
ні роботи, а також дані клінічних спостере-
жень щодо функціонального стану шлунка 
та печінки при хронічному панкреатиті, 
залишається відкритим питання про якісний 
склад шлункового соку та жовчі.

Метою нашої роботи було дослідити осо-
бливості секреторної функції шлунка та пе-
чінки щурів за умов хронічного панкреатиту. 

МЕТОДИКА

Для створення моделі хронічного панкреати-
ту самцям білих нелінійних щурів вихідною 
масою 190 – 200 г робили ін’єкції 25%-го роз-
чину L-аргініну («Sigma», СШA) внутрішньо-
очеревинно за такою схемою: 1-ша доба – в 
дозі 5 г/кг; 4, 7, 10-та доба – 2,5 г/кг маси тіла 
[11]. Контрольним тваринам (n=12) у зазначе-
ні вище терміни інтраперитонеально вводили 
відповідні об’єми фізіологічного розчину. Се-
креторну функцію шлунка, підшлункової за-
лози та печінки вивчали на одних і тих самих 
тваринах. Щури знаходилися на звичайному 
харчовому раціоні віварію, а за 18 – 24 год 
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перед дослідом вони підлягали харчовій де-
привації з вільним доступом до води. Згідно 
з даними літератури впродовж 10 діб ін’єкцій 
L-аргініну відбуваються зміни в структурі 
підшлункової залози [11], зокрема деструк-
ція до 90 % ацинарних клітин, а через 2 міс 
нормальна панкреатична паренхіма заміщу-
ється жировою тканиною, діаметр протоків 
підшлункової залози зменшується [17]. Тому 
ми дослідили секреторну активність органів 
травлення на ранніх та пізніх етапах перебігу 
хронічного панкреатиту. Базальну шлункову 
секрецію досліджували в хронічних спробах 
методом аспірації на 10-ту (n=12) та 63-тю 
(n=6) доби, а підшлункову та печінкову – в го-
стрих дослідах на 13-ту (n=6) та 68-му (n=6) 
доби після останнього введення L-аргініну. 
Шлунковий вміст отримували за допомогою 
тонкого металевого зонда, через який у шлу-
нок тварин вводили 2 мл дистильованої води 
і відразу, не виймаючи зонда, відбирали вміст 
шлунка разом із введеною рідиною [18]. В 
аспіраті вимірювали концентрації соляної 
кислоти за допомогою титрування шлунково-
го вмісту 0,01 Н розчином NaОН за наявності 
індикатора – 0,5%-го спиртового розчину 
диметиламіноазобензолу; загального білка 
спектрофотометрично [19]; гексозамінів та 
вільних амінокислот методом хроматогра-
фічного розподілу [20]. Через 3 – 5 діб після 
проведення аспірації тварин наркотизували 
уретаном (1 г/кг, внутрішньоочеревинно), і 
після лапаротомії канюлювали проксималь-
ний відділ загальної жовчної протоки однією 
поліетиленовою канюлею, через яку збирали 
жовч, а дистальний відділ – іншою канюлею, 
через яку отримували панкреатичний сік. 
Упродовж 3 год досліду одночасно збирали 6 
півгодинних порцій жовчі та три 60-хвилинні 
порції підшлункового соку, враховуючи їх 
об’єм у мікролітрах. У кожній відібраній 
пробі жовчі методом тонкошарової хромато-
графії та за допомогою денситометра ДО-1М 
визначали концентрації вільних (холева – ХК, 
хенодезоксихолева – ХДХК та дезоксихолева 
– ДХК) та кон’югованих (таурохолева – ТХК, 

таурохенодезоксихолева – ТХДХК, тауро-
дезоксихолева – ТДХК, глікохолева – ГХК, 
глікохенодезоксихолева – ГХДХК та глікоде-
зоксихолева – ГДХК) жовчних кислот [21].

Статистичну обробку результатів про-
водили за допомогою пакета прикладних 
програм Statistica 6.0 («StatSoft», США), 
використовуючи критерій t Стьюдента, 
оскільки вони мали нормальний розподіл при 
перевірці за тестом Шапіро – Вілка. Стати-
стично значущими вважали відмінності між 
контролем і дослідом при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Результати наших досліджень показали, що 
якість шлункового секрету під час перебігу 
хронічного панкреатиту змінюється. На 10-
ту добу після останньої ін’єкції L-аргініну 
кислотність шлункового вмісту була вдвічі 
вищою (Р<0,05), ніж у контролі (табл.1). 
Натомість концентрація загального білка 
зменшилася на 61,7 % (Р<0,05). Отже, підви-
щення кислотності шлункового соку супро-
воджувалося зменшенням у ньому вмісту 
білкових компонентів. Шлунковий сік ставав 
агресивнішим внаслідок збільшення кілько-
сті соляної кислоти в ньому.

На 63-тю добу перебігу патології кис-
лотність шлункового вмісту зменшувалася 
щодо такої на 10-ту добу, наближаючись до 
контрольних значень (див. табл.1). Проте 
тенденція до її підвищення щодо контролю 
зберігалась і через 2 міс перебігу панкре-
атиту. При цьому концентрація загального 
білка в секреті на 63-тю добу продовжувала 
знижуватись і була на 68,2 % меншою, ніж 
у контролі.

Як на 10-ту, так і на 63-тю добу перебігу 
хронічного панкреатиту концентрація гек-
созамінів у шлунковому соку була меншою, 
ніж у контролі на 23,8 % (Р<0,001) і 32,2 % 
(Р<0,001) відповідно (див. табл.1). Це свід-
чить про пригнічення секреції слизу, який 
виконує захисну і бар’єрну функції, кліти-
нами слизової оболонки шлунка. Отже, вона 
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стає більш вразливою до дії соляної кислоти 
та інших пошкоджувальних факторів. Наші 
результати узгоджуються з відомостями про 
те, що у пацієнтів із хронічним панкреати-
том знижується функціональна активність 
поверхнево-епітеліальних клітин слизової 
оболонки шлунка [1]. Проте у щурів з екс-
периментальним панкреатитом кислотність 
шлункового вмісту підвищувалася, тоді як 
у хворих на хронічний панкреатит спостері-
гався різний рівень секреції соляної кислоти 
та ферментів. Так, збережена або підвищена 
функціональна активність парієтальних 
клітин супроводжувалася секрецією фермен-
тів на рівні контролю, тоді як у пацієнтів із 
гіпоацидним станом концентрація ферментів 
у соку була істотно зменшена [1].

Оскільки останнім часом зміни вмісту 
вільних амінокислот у біорідинах при хроніч-
ному панкреатиті пов’язують із розвитком 
системного запалення та кишкової мальаб-
сорбції, а самі амінокислоти є регуляторами 
шлункової секреції [22], ми дослідили зміни 
вмісту вільних амінокислот у шлунковому 
соку за умов перебігу хронічного панкреа-
титу. З’ясовано, що їх сумарна концентрація 
зменшувалася після 2 міс перебігу патології 
на 14,4 % (Р<0,01). Ці результати відповіда-
ють клінічним даним [23], згідно з якими 
індивідуальні концентрації більшості вільних 
амінокислот, зокрема серину, гістидину, ар-
гініну, треоніну, тирозину, валіну, метіоніну, 
цистину, лейцину, ізолейцину та аспартату в 
крові знижувались. Отже, за умов хронічного 
панкреатиту у шлунковому соку знижується 
вміст вільних амінокислот, що може впливати 

на секрецію його основних компонентів, на 
стан слизової оболонки шлунка та підшлун-
кової залози.

На 13-ту добу перебігу захворювання 
об’єм базальної секреції підшлункового соку 
впродовж 3 год більше ніж утричі перевищу-
вав контрольні значення (рис.1), і в сумі за 
дослід приріст становив 332 % (Р<0,01). Такі 
зміни є логічними, оскільки на 10-ту добу у 
щурів відмічалася гіперсекреція соляної кис-
лоти (див. табл.1). Отже, посилення секреції 
панкреатичного соку може бути пов’язано з 
ацидифікацією дванадцятипалої кишки, що в 
свою чергу викликає вивільнення секретину 
та холецистокініну – стимуляторів зовнішнь-
осекреторної функції підшлункової залози 
[24]. На 68-му добу перебігу патології об’єм 
базальної панкреатичної секреції зменшився 
до 0,5 – 1,0 мкл/год, тобто у тварин спостері-
галася екзокринна недостатність підшлунко-
вої залози, що відповідає клінічній картині 
хронічного панкреатиту.

З перебігом хронічного панкреатиту змі-
нювалась і секреторна відповідь печінки щу-
рів (рис.2). Так, на 13-ту добу після індукції 
патології статистично вірогідно збільшується 
об’єм секретованої жовчі (рис.2). У перші 
півгодини досліду таке збільшення станови-
ло 70,0 %, в другі 79,1 %, в треті 77,4 %, в 
четверті 78,3%, в п’яті 71,1 %, в шості 72,5 % 
(Р<0,001). Усього за 3 год печінка дослідних 
щурів секретувала на 74,9 % (Р<0,001) жовчі 
більше, ніж контрольних тварин. Літератур-
ні дані свідчать, що у хворих на хронічний 
панкреатит концентрація холецистокініну в 
плазмі крові значно підвищується, тоді як у 

Таблиця 1. Концентрація окремих складових шлункового вмісту голодних щурів упродовж перебігу експери-
ментального хронічного панкреатиту (M±m)

Складові шлункового соку Контроль (n=12) Панкреатит
10-та доба (n=12) 63-тя доба (n=6)

Соляна кислота, ммоль/л         2,09±0,32         4,18±1,04*         2,8±1,13
Загальний білок, мкг/мл         38,69±7,88         14,82±2,5*         12,29±2,74*
Гексозаміни, мг/дл         4,28±0,17         3,26±0,17***         2,9±0,16***
Вільні амінокислоти, мг/дл         4,57±0,07         4,4±0,15         3,91±0,08**

* Р<0,05; ** Р<0,01; *** Р<0,001 щодо контролю.



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 690

пацієнтів з панкреатичною недостатністю 
вміст цього гормону знижується [25,26]. 
Оскільки відомо, що холецистокінін та секре-
тин є стимуляторами не тільки підшлункової 
секреції, а й секреції жовчі [27,28], підви-
щення рівня холерезу на 13-ту добу може 
бути результатом зростання концентрації цих 
гормонів у сироватці крові. Натомість на 68-
му добу на фоні екзокринної недостатності 
підшлункової залози показники об’ємної 

швидкості холесекреції не мали статистич-
но значущих відмінностей від контрольних 
значень (див. рис.2).

Біохімічний аналіз жовчі показав, що 
співвідношення жовчних кислот у спектрі та-
кож залежало від терміну перебігу хронічного 
панкреатиту. Так, на 13-ту добу в жовчі щурів 
упродовж усього досліду статистично віро-
гідно зменшувалися концентрації як вільних, 
так і таурокон’югованих жовчних кислот. При 

Рис. 1. Базальна секреція підшлункового соку у щурів з хронічним панкреатитом; 1 – контроль (n=6), 2 – панкреатит, 
13-та доба (n=6); ** Р<0,01 щодо контролю
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Рис. 2. Секреція жовчі у щурів у різні терміни перебігу хронічного панкреатиту; 1 – контроль, 2 – панкреатит, 13-та доба, 
3 – панкреатит, 68-ма доба; *** Р<0,001 щодо контролю
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цьому концентрація кон’югованих з гліцином 
холатів була в усіх півгодинних пробах жовчі 
значущо більшою, ніж у контролі (табл.2). 
Оскільки відомо, що кон’югація холанових 
кислот з таурином відбувається переважно 
у перипортальній зоні печінкової часточки 
[29], зменшення вмісту таурохолатів може 
свідчити про пошкодження функцій гепа-
тоцитів саме цієї зони. До того ж існують 
дані про те, що функціонування тауринової 
транспортної системи в перипортальних ге-
патоцитах визначає інтенсивність кон’югації 
жовчних кислот з цією амінокислотою [30]. 
Отже, наші результати можуть свідчити про 
пригнічення активності транспортерів таури-
ну та зменшення надходження цієї амінокис-
лоти до гепатоцитів на 13-ту добу перебігу 
хронічного панкреатиту.

Важливе значення для оцінки функціо-
нального стану печінки та якості секре-
тованої жовчі є співвідношення окремих 
груп жовчних кислот [31]. Співвідношення 
кон’югованих і вільних холатів – один з по-

казників детоксикаційної, а тригідрокси- та 
дигідроксихоланових – синтетичної функцій 
печінки. Нами показано, що у щурів на 13-
ту добу перебігу хронічного панкреатиту 
значно зменшується сумарна концентрація 
вільних жовчних кислот. При цьому вміст 
кон’югованих холатів також мав тенденцію 
до зменшення (табл.3) і був вірогідно ниж-
чим від контролю у четвертому півгодинному 
проміжку часу на 13,6 % (Р<0,05). Внаслідок 
цих змін коефіцієнт кон’югації збільшився 
(див. табл.3). Проте це не можна розцінювати 
як покращення детергентних властивостей 
жовчі, оскільки в ній значно зменшився вміст 
таурохолатів, котрі мають більшу здатність 
підтримувати колоїдостійкість жовчі, ніж 
глікохолати, вміст яких при цьому збіль-
шився (див. табл.2). Окрім того, на 13-ту 
добу в жовчі щурів значущо зменшилася 
концентрація дигідроксихоланових жовчних 
кислот, становлячи в першій пробі 94,9±7,15, 
у другій 97,9±5,9, у третій 96,5±3,07, у чет-
вертій 90,2±2,87, у п’ятій 86,9±3,63 і в шостій 

Таблиця 3. Зміни коефіцієнта кон’югації у щурів з експериментальним хронічним панкреатитом (M±m)

Показник
Півгодинні 

проміжки часу
Контроль

Хронічний панкреатит
13-та доба 68-ма доба

Сумарна концентрація 
кон’югованих жовчних 
кислот, мг/дл

1
2
3
4
5
6

446,2±13,2
445,7±11,5
439,5±14,3
431,0±11,3
381,3±28,9
405,6±11,8

411,1±14,0
414,2±11,2
406,1±9,0

372,5±29,6*
362,0±31,7
352,1±32,5

278,5±11,7***
270,3±18,4***
271,3±15,2***
267,0±12,2***
246,6±16,0***
240,2±3,3***

Сумарна концентрація 
вільних жовчних кис-
лот, мг/дл

1
2
3
4
5
6

30,5±2,84
29,9±2,42
28,5±2,40
27,1±2,11
25,9±1,95
25,0±1,74

17,5±2,60*
18,4±1,78*
17,7±2,52*
16,1±2,15*
15,1±1,73*

14,5±1,63**

41,3±3,41*
42,0±2,94*

42,3±3,15**
39,9±2,50**
37,5±2,37**
36,2±2,15**

Коефіцієнт кон’югації 1
2
3
4
5
6

14,6
14,9
15,4
15,9
14,7
16,2

23,5
22,5
22,9
23,1
24,0
24,3

6,7
6,4
6,4
6,7
6,6
6,6

* Р<0,05; ** Р<0,01; *** Р<0,001 щодо контролю
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84,5±6,45 мг/дл порівняно з відповідними зна-
ченнями у контролі (123,9±4,08, 1124,5±3,72, 
123,2±4,51, 118,8±3,56, 113,7±3,6, 112,2±3,48 
мг/дл), що може свідчити про пригнічення 
кислого шляху біосинтезу холатів.

На 68-му добу на фоні незмінного рівня 
холерезу відзначається значне зростання 
концентрації вільних жовчних кислот (див. 
табл.2). Це збільшення було значущим в 
усіх півгодинних порціях жовчі і в серед-
ньому за дослід для ХК становило 46 %, а 
для суміші ХДХК та ДХК – 39 %. Натомість 
концентрації кон’югованих з таурином та 
гліцином як тригідроксильованих (ХК), так 
і дигідроксильованих (ХДХК та ДХК) хо-
ланових кислот були статистично вірогідно 
меншими відповідних контрольних значень 
(див. табл.2). Так, зменшення концентрації 
ТХК у середньому за дослід становило 25 %, 
ТХДХК і ТДХК – 46 %, ГХК – 53 %, а ГХДХК 
і ГДХК – 25 %. Окрім того, в жовчі змінило-
ся співвідношення сумарних кон’югованих 
та сумарних вільних жовчних кислот. У 
контрольних тварин відсоткове співвідно-
шення кон’юговані/вільні холати становило 
92,6:7,4 %, а у щурів з хронічним панкреа-
титом – 85,4:14,6 %. Такі зміни призвели до 
зменшення коефіцієнта кон’югації до пато-
логічно низьких значень (див. табл.3). Тобто 
наші результати можуть свідчити не тільки 
про зменшення надходження амінокислот до 
гепатоцитів, а й про пригнічення активності 
ферменту N-ацетилтрансферази, котрий бере 
участь у кон’югації жовчних кислот з аміно-
кислотами [32]. До того ж зменшення вмісту 
в жовчі ди- та тригідроксихолатів вказує на 
пригнічення не тільки процесів гідрокси-
лювання в гепатоцитах, а й синтетичної та 
детоксикаційної функцій печінки.

Таким чином, характер секреторної від-
повіді органів травного тракту залежить 
від тривалості перебігу хронічного панкре-
атиту. На 10-ту добу функціональний стан 
секреторного апарату шлунка щурів із такою 
патологією характеризується посиленням 
кислотоутворення, секреторною недостат-

ністю додаткових і поверхнево-епітеліальних 
клітин слизової оболонки, зменшенням вмі-
сту загального білка в шлунковому соку. На 
13-ту добу при збільшенні об’ємів панкреа-
тичного та печінкового секретів відбувається 
перерозподіл у спектрі холатів, який свідчить 
про погіршення детергентних властивостей 
жовчі, пригнічення кислого шляху біосинте-
зу жовчних кислот та кон’югації холанових 
кислот з таурином. Через 2 міс перебігу пато-
логії кислотність шлункового вмісту частково 
відновлюється, натомість рівень секреції 
білків та слизу продовжує знижуватися, що 
супроводжується зменшенням загального 
пулу вільних амінокислот. На 68-му добу на 
фоні екзокринної недостатності підшлунко-
вої залози в печінці пригнічуються процеси 
гідроксилювання, а також кон’югації жовчних 
кислот з амінокислотами, що свідчить про 
порушення синтетичної та детоксикаційної 
функцій печінки.

З.А.Горенко, О.А.Гринченко, С.П.Весельский, 
В.Н.Бабан 

СОСТАВ ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА  
И ЖЕЛЧИ КРЫС ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 
ПАНКРЕАТИТЕ

Особенности секреторных функций желудка и печени 
крыс изучали при экспериментальном хроническом пан-
креатите, который моделировали с помощью L-аргинина. 
Базальную желудочную секрецию исследовали в хрони-
ческих опытах методом аспирации на 10-е и 63-и сутки, 
а поджелудочную и печеночную – в острых опытах на 
13-е и 68-е сутки после последнего введения L-аргинина. 
Установлено, что характер секреторного ответа органов 
пищеварительного тракта зависит от длительности тече-
ния панкреатита. На 10-е сутки функциональное состоя-
ние секреторного аппарата желудка крыс с хроническим 
панкреатитом характеризуется усилением кислотообразо-
вания и секреторной недостаточностью продуцирующих 
слизь клеток. На 13-е сутки при увеличении объемов 
панкреатического и печеночного секретов наблюдается 
перераспределение в спектре холатов, которое свиде-
тельствует об ухудшении детергентных свойств желчи, 
угнетении кислого пути биосинтеза холатов и конъюгации 
холановых кислот с таурином. Через 2 мес патологии 
общий дефицит аминокислот в желудочном соке корре-
лирует с экзокринной недостаточностью поджелудочной 
железы. При этом кислотность желудочного содержимого 
частично восстанавливается, а уровни секреции белков и 

 З.А.Горенко, О.А.Грінченко, С.П.Весельський, В.М.Бабан



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 694

слизи продолжают снижаться. В печени угнетаются про-
цессы гидроксилирования и конъюгации желчных кислот 
с аминокислотами, что свидетельствует о нарушении 
синтетической и дезинтоксикационной функций железы.
Ключевые слова: хронический панкреатит; желудочная 
секреция; соляная кислота; желчеобразование; желчные 
кислоты.

Z.А.Gorenko, О.А.Grinchenko, S.P.Veselsky, 
V.М.Baban

COMPOSITION OF GASTRIC JUICE AND 
BILE IN RATS AT THE EXPERIMENTAL 
CHRONIC PANCREATITIS

Chronic pancreatitis is an inflammatory disease of the 
pancreas, which is characterized by destruction of pancreatic 
secretory parenchyma and progressing exocrine and endocrine 
insufficiency. Usually these patients have complications as 
cardiovascular, renal, respiratory and liver failure, and various 
gastric dysfunctions. The data of clinical observations do 
not reveal fully the functional state of the stomach and liver 
in chronic pancreatitis also remains an open question about 
the quality of the gastric juices and bile by this pathology. 
Therefore our aim was to investigate the secretory functions 
of the stomach and liver features in rats at the experimental 
chronic pancreatitis. This pathology modeled using L-arginine. 
Basal gastric secretion was investigated in chronic experiment 
by aspiration method for 10th and 63rd days, and pancreas 
and liver – in acute experiments at 13th and 68th days after 
the last administration of L-arginine. It was established that 
the character of the secretory response of the digestive tract 
depends on the duration of the pathology course. On the 
10th day the functional state of the gastric secretory glands 
in rats with chronic pancreatitis characterized by twice 
increase of gastric acid production but decrease the level of 
hexosamines on 23,8% (P<0,001) that indicate a increase of 
gastric content aggressiveness and mucus producing cells 
secretory insufficiency. In these animals the rate of total protein 
decreased on 61,7 % (Р<0,05). On the 13th day observed 
the increase of pancreatic juice on 332% (Р<0,01), hepatic 
secret volume on 74,9% (Р<0,001) and redistribution in the 
cholates spectrum: glycocholates level increased but tauro-, 
free and total dehydroxylated bile acids decreased. These 
changes suggest deterioration of bile detergent properties, 
inhibition of acidic pathway of bile acids biosynthesis and 
conjugation of cholates with taurine. In two months total 
deficit of amino acids in gastric juice correlated with exocrine 
pancreatic insufficiency. Herein the acidity of gastric content 
partially restored, while the level of protein and mucus 
secretion proceed to decline. Consequently gastric mucosa 
is more vulnerable. In these rats the rates of free bile acids 
greatly increased while tauro- and glycocholates significantly 
decreased. Thus the processes of hydroxylation and 
conjugation of bile acids with amino acids inhibited suggesting 
interruption of synthetic and detoxification functions of the 

liver. The present work is important for comprehension the 
pathophysiological aspects of chronic pancreatitis particularly 
the digestive system functioning features at this pathology. 
These data could be considered in the appointment of treatment 
to avoid complications.
Key words: chronic pancreatitis; gastric secretion; hydrochloric 
acid; bile formation; bile acids.
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Вуглеводний обмін при цукровому діабеті 1-го типу 
у щурів за умов застосування водного екстракту  
лушпиння квасолі звичайної
М.Ю. Кузнєцова, Т.І. Галенова, О.М. Савчук, В.В. Верещака, Л.І. Остапченко 
ННЦ “Інститут біології” Київського національного університету ім. Тараса Шевченка;  
e-mail: kifenkomarjana@gmail.com

Вивчали вплив водного екстракту лушпиння квасолі звичайної (Phaseolus vulgaris – P.vulgaris) на 
показники вуглеводного обміну за умов експериментального цукрового діабету (ЦД) 1-го типу у 
щурів. Встановлено, що довготривале пероральне введення цього екстракту у дозі 200 мг/кг щурам 
з моделлю ЦД знижувало показники глікемії та глікозильованого гемоглобіну на фоні хронічної гіпо-
інсулінемії. Слід відмітити підвищення глікогенсинтазної активності у клітинах м’язової тканини 
та гексокіназної активності у клітинах печінки щурів. У контрольних щурів і тварин з моделлю 
ЦД зростав загальний вміст білка ГЛЮТ-4 у м’язовій тканині. Таким чином, механізм гіпогліке-
мічної дії P.vulgaris може бути пов’язаний зі здатністю активних фітокомпонентів цієї рослини 
безпосередньо впливати на ключові внутрішньоклітинні ланки вуглеводного обміну тканин-мішеней 
інсуліну за умов ЦД 1-го типу. 
Ключові слова: цукровий діабет 1-го типу; вуглеводний обмін; Phaseolus vulgaris; квасоля; водний 
екстракт.

ВСТУП

Цукровий діабет (ЦД) – це ендокринно-об-
мінне захворювання, що проявляється станом 
хронічної гіперглікемії, порушенням усіх 
видів обміну речовин і поліорганними ура-
женнями. Патологічне підвищення концен-
трації глюкози в крові може бути пов’язане 
як з недостатнім синтезом і вивільненням 
інсуліну β-клітинами острівців Лангенганса, 
так і зі змінами на рівні гормонорецепторної 
взаємодії в інсуліночутливих тканинах (пе-
чінка, м’язова та жирова тканини). Згадані 
ускладнення призводять до дисбалансу на 
внутрішньоклітинному метаболічному рівні 
тканин-мішеней гормону, зокрема порушен-
ня процесів утилізації глюкози, гліколізу та 
глікогенезу [1–3]. 

Актуальною проблемою сучасної ме-
дичної біохімії залишається розробка нових 
високоефективних терапевтичних підходів, 
направлених на нормалізацію вуглеводного 
обміну в умовах ЦД. Одним із них вважається 

фітотерапія, яка і нині є потужним додатко-
вим засобом лікування цього захворювання 
та його ускладнень. У контексті проблеми ЦД 
рослинна сировина України має значну цін-
ність для дослідження, оскільки її ефектив-
ність доведена досвідом застосування впро-
довж багатьох століть. Популярним серед 
українського населення гіпоглікемічним фі-
тозасобом є відвар лушпиння квасолі звичай-
ної, який здавна використовується в народній 
медицині для лікування ЦД та профілактики 
його вторинних ускладнень [4]. Аналіз літе-
ратурних першоджерел переконав нас, що на-
уковий інтерес до антидіабетичного потенці-
алу Phaseolus vulgaris (P.vulgaris) завжди був 
високим, але особливої актуальності набув 
протягом останнього десятиріччя. Численні 
дослідження на модельних системах in vitro/
in vivo демонструють потужні гіпоглікемічні 
та антиоксидантні властивості цієї рослини 
[5,6]. Однак у науковій літературі відсутня 
інформація про проведення комплексних 
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досліджень щодо біохімічних і молекулярних 
механізмів дії P. vulgaris на клітинному рівні 
для встановлення джерела її гіпоглікемічних 
ефектів, а також одержання біологічно актив-
них речовин для створення нових фітозасобів 
з цукрознижувальною дією. 

Метою нашої роботи було дослідити 
вплив водного екстракту лушпиння квасолі 
звичайної (P.vulgaris) на показники вуглевод-
ного обміну за умов експериментального ЦД 
1-го типу у щурів.

МЕТОДИКА

Досліди проведені на білих нелінійних щурах 
обох статей віком 1,5-2 міс, масою 120-150 г. 
Тварин утримували у стандартних умовах 
віварію з дотриманням загальних етичних 
принципів проведення експериментів на 
тваринах згідно з “Загальними принципа-
ми роботи на тваринах”, затвердженими 
I Національним конгресом з біоетики (Київ, 
Україна, 2001) і погодженими з положеннями 
“Європейської конвенції із захисту хребетних 
тварин, які використовуються в експеримен-
тальних та інших наукових цілях” (Страсбург, 
1986) та Законом України “Про захист тварин 
від жорстокого поводження” від 26.02.2006 р. 

Експериментальний ЦД 1-го типу моде-
лювали одноразовим внутрішньоочеревин-
ним введенням розчину стрептозотоцину 
(“Sigma”, США) з розрахунку 4,5 мг на 100 г 
маси тіла тварини [7]. Щурам контрольної 
групи вищезазначеним способом вводили 
10 ммоль/л цитратного буфера (рН 4,5), який 
використовували для розчинення стрептозо-
тоцину. Через 2 доби після моделювання ЦД 
у крові тварин перевіряли рівень глікемії нат-
ще. У експериментах використовували щурів 
з концентрацією глюкози крові в діапазоні 
25-31,2 ммоль/л.

Дослідних тварин було поділено на 4 
групи по 10 щурів у кожній. До 1-ї та 2-ї кон-
трольних груп ввійшли тварини, яким вводи-
ли впродовж 28 діб деіонізовану воду (per os) 
та водний екстракт лушпиння квасолі у дозі 

200 мг/кг відповідно. Тварини з модельова-
ним ЦД ввійшли до 3-ї і 4-ї груп. Щурам 3-ї 
групи вводили воду, а 4-ї – лушпиння квасолі 
впродовж 28 діб.

Водний екстракт лушпиння квасолі зви-
чайної готували таким чином. Подрібнене 
сухе лушпиння квасолі масою 132 г заливали 
1 л окропу. Суміш поміщали на киплячу во-
дяну баню на 20 хв, після чого відвар насто-
ювали протягом 18 год при 25˚С. Екстракт 
фільтрували та центрифугували при 1000 g 
протягом 10 хв. Отриманий супернатант лі-
офільно висушували за допомогою апарата 
“LyoQuest” (“Telstar”, Іспанія) до одержання 
сухого залишку екстракту масою 8  г, який 
зберігали при -20°С. Для досліджень вико-
ристовували свіжоприготовлений водний розчин 
висушеного екстракту [4].

На 29-ту добу експерименту, після 12-го-
динного голодування, тварин декапітували 
під легким ефірним наркозом. Концентрацію 
глюкози у крові щурів визначали за допомо-
гою глюкометра “Глюкофот-ІІ” (“Норма”, 
Україна); глікозильованого гемоглобіну 
– спектрофотометричним методом, вико-
ристовуючи реактиви комерційного набору 
(“Філісіт-діагностика”, Україна).

Для визначення концентрації інсуліну 
у крові щурів, зразки їхньої сироватки по-
передньо розводили в 10 разів 50 ммоль/л 
тріс-HCl-буфером (рН  7,4), який містив 
0,13 моль/л NaCl. Досліджувані проби об’є-
мом 100 мкл інкубували протягом ночі при 
4ºС. Наступні етапи експерименту відпові-
дали загальній схемі проведення імунофер-
ментного аналізу [8]. Під час дослідження 
були використані первинні антиінсулінові 
антитіла кроля (“Santa Cruz”, США), анти-
кролячі вторинні антитіла, кон’юговані з 
пероксидазою хріну (“Bio-Rad”, США) та 
субстрат о-фенілендіамін/пероксид водню 
(“Sigma”, США). Вимірювання проводили 
на мікропланшеточному спектрофотометрі 
при довжині хвилі 492 нм. Значення оптичної 
густини були використані для вираження кон-
центрації інсуліну (умовні одиниці) у пере-
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рахунку на вміст загального білка сироватки 
крові, який визначали методом Бредфорд [9].

Активність ключових ферментів вугле-
водного обміну досліджували у постмітохон-
дріальному гомогенаті печінки та м’язової 
тканини дослідних щурів, який отримували 
центрифугуванням загального 10%-го го-
могенату відповідної тканини, що готували 
на 50 ммоль/л тріс-НCl-буфері (рН 7,4), при 
15 000 g протягом 30 хв [10]. Вміст глюкозно-
го транспортера (ГЛЮТ-4) вивчали в постмі-
тохондріальному гомогенаті клітин мʼязової 
тканини, який попередньо солюбілізували 
за наявності 1%‑го  неіонного детергента 
Тритон  Х-100, з подальшим осадженням 
несолюбілізованого матеріалу при 40 000 g 
протягом 30 хв.

Загальну гексокіназну активність визнача-
ли спекторофотометрично, за швидкістю від-
новлення нікотинамідаденіндинуклеотидфос-
фату (НАДФ) за наявності 10 ммоль/л глюкози 
та надлишку дегідрогенази глюкозо-6-фосфату 
і виражали у наномолях НАДФН, що утворив-
ся за 1 хв інкубації при 37°С у перерахунку 
на 1 мг білка. Глікогенсинтазну активність 
встановлювали за кількістю уридиндифосфату 
(УДФ), що вивільнився з комплексу УДФ–глю-
коза [12]. Концентрацію вільного УДФ визна-
чали спектрофотометричним методом, який 
базується на використанні спряженої системи 
ферментативних реакцій, що поєднують фос-
форилювання УДФ з окисненням відновлено-
го нікотинамідаденіндинуклеотиду (НАДН) 
[13]. Активність глікогенсинтази виражали 
у наномолях НАДН, що перетворився за 1 хв 
інкубації при 37°С у перерахунку на 1 мг білка. 

Вміст ГЛЮТ-4 визначали методом іму-
ноферментного аналізу [8]. Як антиген ви-
користовували солюбілізований білковий 
матеріал мʼязової тканини щурів, розведений 
до концентрації білка 10 мкг/мл за допомо-
гою 50  ммоль/л тріс-HCl-буфера (рН  7,4), 
який містив 0,13 моль/л NaCl. Досліджувані 
зразки об’ємом 100 мкл інкубували протягом 
ночі при 4ºС. Для детекції вмісту ГЛЮТ-4 
у зразках використовували первинні кроля-

чі поліклональні антитіла проти щурячого 
ГЛЮТ-4 (“Millipore”, США), які виявляли за 
допомогою вторинних антикролячих антитіл, 
конʼюгованих з пероксидазою хріну (“Bio-
Rad”, США). Як субстрат пероксидазної 
реакції у роботі використовували о-фенілен-
діамін / пероксид водню (“Sigma”, США). 
Вимірювання проводили при довжині хвилі 
492 нм. Значення оптичної густини були 
використані для вираження вмісту ГЛЮТ-4 
(умовні одиниці) у перерахунку на 1 мг білка 
в досліджуваних пробах.

Статистичний аналіз здійснювали за до-
помогою стандартних методик варіаційної 
статистики. Різницю між показниками вва-
жали статистично значущою при Р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Водний екстракт лушпиння P.  vulgaris мав 
виражений гіпоглікемічний ефект у щурів 
з моделлю ЦД 1-го типу, знижуючи рівень 
глікемії у 2,5 раза порівняно з відповідним 
показником у тварин з діабетом, які замість 
екстракту отримували воду (таблиця). Однак 
повної нормалізації концентрації глюкози 
внаслідок дії екстракту в крові щурів з ЦД не 
спостерігалося, що у свою чергу може зумов-
лювати підвищену концентрацію глікозильо-
ваного гемоглобіну у тварин цієї групи (див. 
таблицю). Слід зазначити, що у групі щурів з 
діабетом, які отримували екстракт (4-та група), 
цей показник все-таки був нижчим на 20 %, 
ніж у тварин, які отримували воду (3-тя група). 

Загальновідомим фактом є те, що з про
гресуванням патологічних змін у струк-
турно-функціональному стані β-клітин 
підшлункової залози внаслідок токсичного 
впливу стрептозотоцину порушується синтез 
і вивільнення інсуліну, що призводить до дис-
балансу глюкозного і ліпідного гомеостазу та, 
як наслідок, розвитку діабету у тварин [14].

Згідно з отриманими результатами (див. 
таблицю), концентрація інсуліну в сироватці 
крові тварин з діабетом, які протягом експе-
рименту отримували воду (3-тя група), була 
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у 1,5 раза нижчою від значень контрольних 
тварин (1-ша група). У тварин 4-ї групи не 
спостерігалося нормалізації концентрації 
інсуліну (див. таблицю). В літературі є дані 
про те, що екстракт P. vulgaris може посилювати 
секрецію інсуліну β-клітинами підшлункової 
залози [15]. Зважаючи на особливості викори-
станої експериментальної моделі ЦД, отримані 
нами результати не суперечать раніше встанов-
леним даним щодо інсуліностимулювального 
ефекту цієї рослини, однак можуть свідчити 
про відсутність репаративних властивостей її 
фітокомпонентів щодо зруйнованих токсичною 
дією стрептозотоцину інсулінопродукуючих 
клітин підшлункової залози.

Варто відмітити, що у групі контрольних 
щурів вживання екстракту P.  vulgaris (2-га 
група) суттєво не позначалося на досліджу-
ваних показниках (див. таблицю). Отже, 
отримані результати дають підставу ствер-
джувати, що водний екстракт лушпиння ква-
солі виявляє свої гіпоглікемічні властивості 
лише за умов високої концентрації глюкози, 
яка є характерною для цієї патології.

Оскільки, як свідчать наші результати, 
гіпоглікемічні властивості водного екстракту 
P. vulgaris не пов’язані з посиленням секреції 
інсуліну, ми припустили, що цукрознижу-
вальний ефект може бути наслідком прямого 
впливу його певних фітокомпонентів на клі-
тини-мішені інсуліну. Для перевірки цієї гіпо-
тези нами було досліджено активність деяких 
ключових внутрішньоклітинних ферментів 
обміну глюкози в основних глюкозоутилізу-

ючих тканинах організму: печінці та м’язах. 
Гексокіназна реакція проходить всереди-

ні клітини та опосередковує перетворення 
глюкози на глюкозо-6-фосфат. Відомо про 
існування, щонайменше чотирьох тканиноспе-
цифічних ізоформ гексокінази (І-IV), які змі-
нюють свою активність під впливом гормонів, 
насамперед інсуліну [2]. Найбільшою специ-
фічністю до глюкози відзначається гексокіназа 
IV – глюкокіназа, яка експресується виключно 
в печінці і функціонує як сенсор концентрації 
глюкози, регулюючи синтез глікогену, швид-
кість гліколізу в цьому органі. Для таких 
інсулінозалежних тканин, як скелетні м’язи і 
жирова, характерна гексокіназа ІІ, активність 
якої корелює з переміщенням білка-транспор-
тера глюкози ГЛЮТ-4 [2, 3]. Однак найбільші 
можливості щодо утилізації глюкози має пе-
чінка, в клітинах якої окрім повного набору 
ізоферментів гексокінази експресується інший 
білок-транспортер глюкози ГЛЮТ-2, функці-
онування якого не контролюється інсуліном, 
що, власне, і дало підставу віднести печінку 
до інсулінонезалежних органів [2].

У тварин з моделлю ЦД, які отримували 
воду (3-тя група), гексокіназна активність у 
клітинах печінки була знижена майже у 2,5 
раза порівняно з контролем (див. рис. 1, а). 
А у тварин, які вживали водний екстракт 
лушпиння квасолі (4-та група), була на 60% 
вищою, ніж у тварин 3-ї групи, однак за-
лишалися статистично нижчою від значень 
контрольних тварин 1-ї групи (див. рис. 1, а) 

При дослідженні гексокіназної активності 

Концентрація глюкози, глікозильованого гемоглобіну в крові та інсуліну в сироватці крові щурів

Група тварин
Глюкоза,
ммоль/л

Глікозильований гемоглобін,
ммоль фруктози/г гемоглобіну

Інсулін,
ум.од./мг білка

Контрольні тварини, яким вводили
     воду (група1) 4,9 ± 0,4 0,11 ± 0,01 23,7 ± 1,1
     екстракт (група 2) 5,8 ± 0,2 0,12 ± 0,01 19,4 ± 2,1
Тварини з моделлю цукрового діабету, яким вводили
     воду (група 3) 28,2 ± 3,7* 0,27 ± 0,05* 15,8 ± 2,6*
     екстракт (група 4) 11,4 ± 2,7*,** 0,22 ± 0,01*,** 16,6 ± 3,4*

* Р<0,05 порівняно з 1-ю групою контрольних тварин;** Р<0,05 порівняно з 3-ю групою тварин з мо-
деллю цукрового діабету.
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в м’язовій тканині дослідних тварин не було 
встановлено вірогідних міжгрупових відмін-
ностей (див. рис. 1, б). Такі результати можна 
пояснити спираючись на експериментальні 
дані інших дослідників [16], які показали, 
що за умов стрептозотоциніндукованого 
діабету у щурів спостерігається зниження 
інсулінозалежної експресії гена гексокінази 
ІІ, головним чином у жировій тканині, тоді 
як вміст мРНК цього ферменту в скелетних 
мʼязах залишається незмінним. Такі дані 
узгоджуються з нашими результатами щодо 
гексокіназної активності в мʼязовій тканині 
щурів з модельованим діабетом.

Одним із шляхів подальшого внутрішньо-
клітинного перетворення глюкозо-6-фосфату, 
продукту гексокіназної реакції, є синтез 
глікогену. Незначною мірою біосинтез глі-
когену відбувається майже у всіх тканинах 
організму, проте найбільше він виражений 
у печінці та м’язах. Ключовим ферментом 
цього процесу є глікогенсинтаза – кінцева 
мішень фосфатидилінозитол-3-кіназного 
сигнального каскаду, що активується у від-
повідь на дію інсуліну [2, 3]. Глікогенсинтаза 
каталізує перенесення залишку глюкози від 
УДФ-глюкози на глікоген. Ця реакція являє 
собою лімітуючу стадію синтезу глікогену. 

На каталітичну активність цього ферменту 
можуть впливати як алостеричні модуля-
тори (глюкозо-6-фосфат), так і ковалентна 
модифікація. Процес фосфорилювання/
дефосфорилювання молекули глікогенсин-
тази регулюється протеїнкіназою А, кіна-
зою глікогенсинтази 3 – ферментами, які є 
складовою частиною каскадних механізмів 
дії інсуліну на клітини. В умовах патогенезу 
ЦД відмічено низку порушень у регуляції 
функціонування глікогенсинтази [2, 3, 15].

Результати дослідження глікогенсинтазної 
активності в печінці та м’язовій тканині щурів 
усіх дослідних груп представлені на рис. 2. 
У тварин з моделлю ЦД, які протягом експе-
рименту отримували воду (3-тя група), гліко-
генсинтазна активність у клітинах печінки та 
м’язів була знижена у 2,2 та 2,5 раза відповід-
но порівняно зі значеннями 1-ї контрольної 
групи (див. рис. 2, а, б). У тварин 4-ї групи цей 
показник у клітинах мʼязової тканини був на 
рівні контрольних значень (див. рис. 2, б), тоді 
як у печінці знижувався у 3,3 раза порівняно 
із значеннями контрольних щурів 1-ї групи та 
не відрізнявся статистично від показників у 
тварин з 3-ї групи (див. рис. 2, а).

Як було зазначено раніше, синтез глікогену 
є інсулінозалежним, а отже низькі значення глі-

Рис. 1. Гексокіназна активність у клітинах печінки (а) та м’язової тканини (б) контрольних щурів (1 – вода, 2 – екстракт) 
та щурів з моделлю ЦД (3 – вода, 4 – екстракт). * Р<0,05 порівняно з 1-ю групою контрольних тварин; ** Р<0,05 порів-
няно з 3-ю групою тварин з моделлю цукрового діабету
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когенсинтазної активності в клітинах печінки 
та мʼязів щурів з моделлю ЦД 1-го типу можна 
пояснити низькою концентрацією інсуліну в 
сироватці їх крові. Однак, як свідчать наші 
результати, за умов споживання екстракту 
P. vulgaris тваринами з моделлю ЦД відзнача-
лося підвищення глікогенсинтазної активності 
у клітинах м’язової тканини на фоні вірогідно 
низької концентрації інсуліну, що може бути 
наслідком прямого впливу фітокомпонентів 
екстракту квасолі на сигнальні молекули ін-
сулінового каскаду. Однак у той самий час ми 
не спостерігали нормалізації глікогенсинтазної 
активності у клітинах печінки тварин з модел-
лю ЦД, які отримували екстракт P.  vulgaris, 
що ймовірно вказує на різнобічний вплив його 
фітокомпонентів на клітини інсулінозалежних 
та інсулінонезалежних тканин.

Гіперглікемія – ключовий патофізіоло-
гічний прояв ЦД і може бути наслідком не 
лише порушень внутрішньоклітинного мета-
болізму глюкози, а й зниження її утилізації. 
У клітинах інсулінозалежних тканин, серед 
яких основними є м’язова та жирова, інсулін 
збільшує швидкість надходження глюкози 
за рахунок активації внутрішньоклітинних 
процесів транслокації ГЛЮТ-4 [16]. Окрім 

того, він регулює експресію генів білків-тран-
спортерів глюкози [16].

Показано, що у тварин 3-ї групи загаль-
ний вміст білка ГЛЮТ-4 був знижений на 
25 % порівняно з контрольними щурами 1-ї 
групи (див. рис. 3). Наші результати можуть 
свідчити про порушення експресії гена цього 
білка, що, ймовірно, є наслідком стану довго-
тривалої гіпоінсулінемії, яку спостерігали за 
умов досліджуваної моделі ЦД (див. табли-
цю). У групі щурів з діабетом, які отримували 
водний екстракт P. vulgaris, загальний вміст 
внутрішньоклітинного білка-транспортера 
глюкози був на 60  % вищий, ніж у тварин 
3-ї групи, які отримували воду. Цікаво, що 
підвищений вміст внутрішньоклітинного 
ГЛЮТ-4 (на 25 %) спостерігали також у мʼя-
зових клітинах щурів 2-ї контрольної групи. 
Наші результати можуть вказувати на здат-
ність активних фітокомпонентів P.  vulgaris 
впливати на експресію гена ГЛЮТ-4, призво-
дячи до збільшення загального вмісту цього 
білка. У літературі є дані про те, що деякі 
інші лікарські рослини можуть регулювати 
експресію білків інсулінового сигнального 
каскаду, що дало змогу використовувати їх 
не лише при ЦД 1-го типу, а й при таких ін-

Рис. 2. Глікогенсинтазна активність у клітинах печінки (а) та м’язової тканини (б) контрольних щурів (1 – вода, 2 – 
екстракт) та щурів з моделлю ЦД (3 – вода, 4 – екстракт).
* Р<0,05 порівняно з 1-ю групою контрольних тварин; ** Р<0,05 порівняно з 3-ю групою тварин з моделлю цукрового 
діабету
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сулінорезистентних станах, як ЦД 2-го типу, 
метаболічний синдром [17]. 

Отже, довготривале пероральне введен-
ня водного екстракту лушпиння P. vulgaris 
щурам з моделлю ЦД 1-го типу призводило 
до зниження гіперглікемії на фоні вірогідно 
низької концентрації сироваткового інсуліну. 
За умов споживання досліджуваного екстрак-
ту тваринами з діабетом спостерігалося 
підвищення глікогенсинтазної активності у 
клітинах м’язової тканини та гексокіназної 
активності у клітинах печінки. Це може вка-
зувати на пряму дію фітокомпонентів P. vul-
garis на функціонування ключових ферментів 
вуглеводного обміну. Також було встановле-
но, що екстракт P. vulgaris впливає на вміст 
ГЛЮТ-4 у м’язовій тканині як контрольних 
щурів, так і тварин з моделлю ЦД, можливо, 
через регуляцію експресії гена цього білка. 

М.Ю. Кузнецова, Т.И. Галенова, А.Н. Савчук, 
В.В. Верещака, Л.И. Остапченко

УГЛЕВОДНЫЙ ОБМЕН ПРИ САХАРНОМ 
ДИАБЕТЕ 1 ТИПА У КРЫС В УСЛОВИЯХ 
ПРИМЕНЕНИЯ ВОДНОГО ЭКСТРАКТА 
СТРУЧКОВ ФАСОЛИ ОБЫКНОВЕННОЙ 

Изучали влияние водного экстракта стручков фасоли 
обыкновенной (Phaseolus vulgaris – P. vulgaris) на показа-
тели углеводного обмена в условиях экспериментального 

сахарного диабета (СД) 1-го типа у крыс. Показано, что 
длительное пероральное введение этого экстракта в дозе 
200 мг/кг крысам с моделью СД приводит к снижению 
показателей гликемии и гликозилированного гемоглобина 
на фоне хронического состояния гипоинсулинемии. Сле-
дует отметить повышение гликогенсинтазной активности 
в клетках мышечной ткани и гексокиназной активности в 
клетках печени крыс. У контрольных крыс и животных с 
моделью СД повышалось общее содержание внутрикле-
точного белка ГЛЮТ-4. Таким образом, механизм гипо-
гликемического действия P.vulgaris может быть связан 
со способностью активных фитокомпонентов данного 
растения непосредственно влиять на ключевые внутри-
клеточные звенья углеводного обмена тканей-мишеней 
инсулина в условиях СД 1-го типа.
Ключевые слова: сахарный диабет 1-го типа; углеводный 
обмен; Phaseolus vulgaris; фасоль; водный экстракт.

M.Y. Kyznietsova, T.I. Halenova, O.M. Savchuk, 
V.V. Vereschaka, L.I. Ostapchenko

CARBOHYDRATE METABOLISM IN TYPE 1 
DIABETIC RATS UNDER THE CONDITIONS 
OF THE KIDNEY BEAN PODS AQUEOUS  
EXTRACT APPLICATION

The influence of the aqueous pods extract of kidney bean 
(Phaseolus vulgaris) on indicators of carbohydrate metabolism 
under the condition of experimental type 1 diabetes in rats 
was studied. It was shown that long-term oral administra-
tion of the extract at a dose of 200 mg/kg to rats leads to the 
decreasing of blood glucose and glycosylated hemoglobin in 
the background of chronic hypoinsulinemia conditions. The 
use of studied extract led to an increase of glycogen synthase 
activity in rat muscle cells and hexokinase activity in rat liver 
cells under the conditions of type 1diabetes. It was estimated 
that administration of the aqueous extract to control rats and 
animals with studied model of diabetes increases GLUT-4 
protein content in muscle tissue. Thus, the mechanisms of 
P.vulgaris hypoglycemic action can be related with the abil-
ity of the particular phytoconstituents directly effect on key 
intracellular elements of insulin target tissues carbohydrate 
metabolism under the conditions of type 1 diabetes.
Key words: type 1diabetes; carbohydrate metabolism; Phaseo-
lus vulgaris; kidney bean; aqueous extract.

ESC ‘Institute of Biology’, Taras Shevchenko National 
University of Kyiv. 
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УДК: 576.581.17

Дихання та окисне фосфорилювання мітохондрій 
тканин щурів за перорального введення таурину
Р.Д. Остапів1,2, В.В. Манько1

1Львівський національний університет імені Івана Франка;  
2Державний науково-дослідний контрольний інститут ветеринарних препаратів  
та кормових добавок, Львів; e-mail: vvmanko@lnu.edu.ua

Досліджували вплив тривалого перорального введення таурину на інтенсивність дихання мітохон-
дрій та окисне фосфорилювання у тканинах печінки, головного мозку, сім’яників і стегнового м’яза 
щурів. Для цього самців щурів лінії Вістар масою 190–220 г розділили на три дослідні групи, яким 
щоденно протягом 28 діб вводили питну воду (контрольна група) або розчин таурину у розрахунку 
40 чи 100 мг / кг (І та ІІ дослідні групи відповідно). Швидкість дихання визначали полярографічно з 
використанням електрода Кларка під час окиснення ендогенних субстратів (V1), за додавання екзо-
генних α-кетоглутарату (5 ммоль/л) або сукцинату (1 ммоль/л; VS

4 ), коли додавали АДФ до кінцевої 
концентрації 200 мкмоль/л (V3) та після використання АДФ мітохондріями (V4

АТФ). З’ясувалося, 
що за тривалого введення таурину V1 зросла у тварин обох дослідних груп у печінці та мозку на 
50–60%, проте знижувалась у сім’яниках та м’язах І дослідної групи на 48–73%. У печінці тварин 
І дослідної групи як за окиснення α-кетоглутарату, так і сукцинату VS

4 , V3, та V4
АТФ були у 4–7 

разів вищими за контроль. У печінці тварин ІІ дослідної групи за окиснення α-кетоглутарату ці 
показники були вищими на 57–126 %. У м’язах І дослідної групи у разі додавання α-кетоглутарату 
і сукцинату VS

4  , V3, та V4
АТФ були нижчими на 41,4–60,9 %, у м’язах тварин ІІ дослідної групи під 

час окиснення α-кетоглутарату V3 була на 23,7 % вища. При додаванні сукцинату VS
4 , та V4

АТФ 
зросли на 31–70 % у сім’яниках тварин обох дослідних груп та у мозку І дослідної групи. Однак у 
мозку тварин ІІ дослідної групи інтенсивність дихання VS

4  була на 38,3 % нижчою. Отже, вплив 
тривалого введення таурину на інтенсивність споживання кисню мітохондріями є дозозалежним 
і тканиноспецифічним і, вочевидь, має різне значення та реалізується різними механізмами.
 Ключові слова: таурин; інтенсивність дихання мітохондрій; окисне фосфорилювання; печінка; 
мозок; сім’яники; стегновий м’яз. 

©  Р.Д. Остапів, В.В. Манько

ВСТУП

Таурин – сірковмісна амінокислота, котра 
у високих концентраціях є у всіх ткани-
нах хребетних тварин [1]. Печінка, мозок, 
сім’яники та м’язи – органи, які найбільше 
його потребують для виконання функцій. Ця 
сполука синтезується у печінці і наявна там 
у найвищих концентраціях та утилізується 
до таурохолевих кислот [2]. Печінка є цен-
тральною ланкою у білковому, ліпідному та 
вуглеводному обмінах, а, отже, може бути 
маркером для визначення ефекту таурину на 
інтенсивність споживання кисню мітохон-
дріями. У мозку таурин відіграє роль протек-

тора нейронів і може слугувати стимулятором 
нервової діяльності [3]. Для проходження 
нормального сперміогенезу та підтримання 
існування сперміїв у сім’янику таурин не-
обхідний у мілімолярних концентраціях, які 
забезпечують антиоксидантний захист та 
осмотичну регуляцію [4]. 

Таурин може підвищувати акумуляційну 
здатність мітохондрій для Са2+ у нейронах й 
запобігати некрозу [5]. Ця сполука взаємодіє 
з першим комплексом дихального ланцюга 
мітохондрій мозку, попереджуючи інгібуван-
ня транспорту електронів [6], і знищує вільні 
радикали кисню [7]. Однак механізм такої 
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взаємодії достеменно невідомий. Крім того, 
таурин запобігає апоптозу, спричиненого 
гіпоксією, і деструкції мітохондрій [8], під-
вищує їхній трансмембранний потенціал та 
інтенсифікує синтез АТФ [8]. Він є постійним 
складником мтРНК і бере участь у синтезі 
компонентів дихального ланцюга [9]. Разом з 
цим високі концентрації цієї сполуки можуть 
негативно впливати на обмінні процеси, акти-
вувати апоптоз клітин [8], а дефіцит чи повна 
відсутність – спричиняють мітохондріальні 
захворювання (міопатії, енцефалопатії та 
лактацидоз) [9].

Метою нашого дослідження було вивчи-
ти вплив тривалого перорального введення 
таурину на особливості мітохондріального 
дихання, окисного фосфорилювання та ак-
тивність окремих ланок електронно-тран-
спортного ланцюга у різних тканинах щурів.

МЕТОДИКА

Дослідження проведені на самцях щурів лінії 
Вістар масою 190–220 г. Тварин ділили на 
три групи – контрольну та дві дослідні, яким 
протягом 28 діб щоденно вводили у стравохід 
розчин таурину у розрахунку 40 (І дослідна 
група) та 100 (ІІ дослідна група) мг/кг відпо-
відно. Всі маніпуляції з тваринами проводили 
згідно з Європейською конвенцією про захист 
хребетних тварин, що використовуються для 
дослідних та інших наукових цілей, та Закону 
України «Про захист тварин від жорстоко-
го поводження». Тварин декапітували під 
легким хлороформним наркозом і видаляли 

печінку, мозок, сім’яники та стегновий м’яз.
Тканини подрібнювали за допомогою го-

могенізатора Поттера-Евельгейма при 4ºС у 
співвідношенні 1 г тканини на 5 мл розчину. 
Для гомогенізації використовували розчини 
мозку та сім’яників сахарози (250 ммоль/л) 
[3], для м’язів – КСl (250 ммоль/л) [10], для 
печінки такого складу (ммоль/л): сахароза 
– 250, EGTA – 1, HEPES – 10; pH 7,2 [11]. 
Гомогенат центрифугували протягом 15  хв 
(2000  g), надосадову рідину відбирали та 
центрифугували протягом 20 хв (9000 g). 
Після другого центрифугування супернатант 
зливали, а осад ресуспендували у середовищі, 
яке використовували для реєстрації дихання 
(ммоль/л): сахароза – 250, тріс-НCl – 25, 
KH2PO4 – 10; pH 7,4 [12]. 

Інтенсивність поглинання кисню мітохон-
дріями визначали полярографічно у термоста-
тованій комірці (25 °С). Швидкість споживання 
кисню визначали (рис. 1, а, б) за ендогенного 
дихання (відсутності екзогенних субстратів; 
V1 за Чансом [12]), за додавання субстратів 
окиснення α-кетоглутарату у концентрації 5 
ммоль/л чи сукцинату у концентрації 1 ммоль/л 
(VS

4 ), а також за додавання на фоні екзогенних 
субстратів АДФ (200 мкмоль/л; V3) та після 
використання АДФ (V4

АТФ). 
На основі отриманих результатів розрахо-

вували відношення швидкостей V3/VS
4  та V3/ 

– дихальні контролі (ДК) за Ларді та Чансом, 
ефективність фосфорилювання АДФ/О та час 
фосфорилювання tф. Вміст білка у суспензії 
мітохондрій визначали методом Лоурі (λабс = 
750 нм) [14]. 

а б
Рис. 1. Протокол експерименту: а – типовий полярографічний запис; б – схема представлення результатів

Р.Д. Остапів, В.В. Манько
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Результати досліджень на рисунках пред-
ставлені у вигляді середніх арифметичних 
значень, а у таблицях – середніх арифметич-
них значень і їхніх похибок (M ± m), віро-
гідність змін у всіх визначали за непарним 
критерієм t Стюдента [15]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Значення ендогенного дихання (V1) мітохон-
дрій печінки контрольної групи тварин було 
в межах 0,087–0,131 нмоль О2 • хв–1 • мг–1 
білка. У разі стимулювання активності комп-
лексу І дихального ланцюга α-кетоглутаратом 
інтенсивність дихання (VS

4 ) зросла на 159,3 %  
(Р < 0,05). Внесення АДФ (V3) стимулювало 
окисне фосфорилювання і швидкість спожи-
вання кисню збільшувалася порівняно з VS

4  на 
100 % (Р < 0,01; рис. 2, а). Після використання 

АДФ мітохондріями швидкість поглинання 
кисню (V4

АТФ) зменшувалася щодо значень 
V3 на 65,1 % (Р < 0,01). 

Додавання сукцинату у дихальну камеру 
спричиняло зростання VS

4  на 321,3 % (Р < 
0,001). Внесення АДФ підвищило споживан-
ня кисню ще на 102,8 % (Р < 0,01) відносно 
VS

4 . Швидкість дихання V4
АТФ знизилася на 

52,9 % (Р < 0,01) порівняно з V3. 
Розраховані ДК за Ларді та Чансом та 

коефіцієнт АДФ/О як за окиснення α-кетоглу-
тарату, так і сукцинату (табл. 1) згідно з да-
ними літератури були у межах фізіологічної 
норми [2, 3, 10, 11]. Подібна закономірність 
спостерігалася і у всіх інших досліджуваних 
тканинах контрольної та обох дослідних 
груп. Однак за тривалого введення таурину 
тваринам суттєво змінювалися швидкості 
дихання мітохондрій. Зокрема, тривале 

Рис. 2. Інтенсивність дихання мітохондрій: печінки (а) та мозку (б) щурів за ендогенного дихання (1), окиснення α-ке-
тоглутарату (2) і сукцинату (3); І – перша дослідна група, ІІ – друга дослідна група, * статистично вірогідна різниця між 
показниками тварин І дослідної та контрольної групи, # – II дослідної та контрольної групи, & – I та ІI дослідних груп 
(один значок – з P < 0,05, два – з P < 0,01, три – з P < 0,001)

а

б
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введення таурину підвищувало на 78,9 та 
47,7 % V1 мітохондрій печінки тварин І та ІІ 
дослідних груп порівняно з контролем (див. 
рис. 2, а). Під час окиснення α-кетоглутарату 
VS

4 , V3, V4
АТФ у І дослідній групі зросли у 4–7 

разів щодо контролю. Подібна тенденція (з 
менш вираженими змінами) виявлена у ІІ 
дослідній групі, де інтенсивність споживан-
ня кисню була вищою на 57–126 %. ДК за 
Ларді у тварин І дослідної групи був на 24,0 
% вищим, а у ІІ дослідній групі – на 17,2 % 
нижчим (див. табл. 1). Якщо зростання ДК у 
І дослідній групі було пов’язано зі збільшен-
ням V3, то зниження у ІІ дослідній групі – зі 
збільшенням VS

4 .
Активація сукцинатзалежного шляху 

окиснення у мітохондріях печінки тварин І 
дослідної групи спричинила аналогічні змі-
ни, однак інтенсифікація дихання була менш 
вираженою. Споживання кисню мітохон-
дріями печінки тварин ІІ дослідної групи за 
цих умов було у межах похибки середнього 
арифметичного. У I дослідній групі ДК за 
Ларді зріс на 42,3 %, а за Чансом – на 82,6 % 
порівняно з контролем, через збільшення V3. 
У мітохондріях ІІ дослідної групи тварин 
ДК за Ларді виявився нижчим, ніж у тварин 
контрольної та І дослідної груп (див. табл. 1).

Отже, у печінці тварин І дослідної групи 
інтенсивність дихання зростала у всіх дослі-
джуваних швидкостях за Чансом. Вищі ДК 
за Ларді та Чансом вказують на збільшену 
спряженість дихання і окисного фосфори-
лювання у разі додавання сукцинату. Інтен-
сивність ендогенного дихання у ІІ дослідній 
групі була вищою за контроль, але VS

4 , V3 і 
V4

АТФ не відрізнялися від нього. ДК за Ларді 
у тваринах цієї групи знижувався порівняно 
з показниками контрольної групи під час до-
давання α-кетоглутарату, що може вказувати 
на негативний вплив високих доз таурину на 
мітохондріальне дихання. 

Подібно до тканини печінки V1 мітохон-
дрій мозку тварин обох дослідних груп був 
вищим за контроль (рис. 2, б). У разі окис-
нення α-кетоглутарату не виявлено вірогідної 
різниці у VS

4 , V3, V4
АТФ, а також між показни-

ками дихання і окисного фосфорилювання 
у тварин контрольної, І та ІІ дослідних груп 
(див. табл. 1). Коли окиснювався екзоген-
ний сукцинат, VS

4  мітохондрій мозку тварин 
І дослідної групи була на 31,8 % вищою, а 
у щурів ІІ дослідної – нижчою на 38,9 %. 
Подібна залежність спостерігалась у V3, та 
V4

АТФ. Однак незважаючи на підвищення 
швидкості споживання кисню мітохондріями 

Таблиця 1. Показники споживання кисню мітохондріями печінки щурів та окисного фосфорилювання  
за окиснення екзогенних α-кетоглутарату та сукцинату (M±m)

Показники
Контроль

(n = 3)
Дослідні групи

I (n = 5) II (n = 3)
α-Кетоглутарат

Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 2,05±0,14 2,54±0,23* 1,70±0,02#&&

     за Чансом (V3/ V4
АТФ) 3,14±0,61 2,54±0,16 1,96±0,15&

AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 3,38±0,30 2,90±0,50 3,29±0,27
Сукцинат

Дихальний контроль

     за Ларді (V3/VS
4 ) 2,18±0,14 3,70±0,57* 1,79±0,08&

     за Чансом (V3/ V4
АТФ) 2,03±0,12 3,12±0,36* 2,00±0,12

AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 2,35±0,53 2,14±0,50 2,49±0,51
Примітка: тут і в табл. 2–4 * статистично вірогідна різниця між показниками тварин І дослідної та 
контрольної групи, # – II дослідної та контрольної групи, & – I та ІI дослідних груп (один значок – з  
P < 0,05, два – з P < 0,01, три – з P < 0,001)
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мозку за цих умов, спряження між фосфори-
люванням та окисненням субстратів і ДК за 
Ларді та Чансом у тварин І та ІІ дослідної 
групи лежали у межах похибки середнього 
арифметичного (табл. 2). 

Отже, рівень ендогенного дихання мі-
тохондрій мозку у обох дослідних групах є 
вищим, ніж у контролі. При цьому введення 
таурину щурам обох дослідних груп не впли-
вало на швидкість споживання кисню під час 
окиснення α-кетоглутарату у всіх досліджу-
ваних станах за Чансом. Коли окиснювався 
сукцинат, швидкість дихання підвищувалась 
у тварин І дослідної групи, а у тварин ІІ до-
слідної групи знижувалася, проте ДК за Ларді 
та Чансом не змінювалися. 

У сім’яниках дослідних груп у разі вве-
дення таурину спостерігалась інша законо-
мірність. У тварин І дослідної групи V1 мі-
тохондрій була нижчою на 48,3 % порівняно з 
контролем (рис. 3, а). За окиснення α-кетоглу-
тарату VS

4  мітохондрій сім’яників у тварин І 
та ІІ дослідних груп вірогідно не відрізнялася 
від контрольних значень. У тварин ІІ дослід-
ної групи V3 мітохондрій сім’яників була ви-
щою на 29,2 %. Проте швидкість споживання 
кисню V4

АТФ виявилася на 30,6 % нижчою, 

порівняно з контролем. ДК за Ларді та Чан-
сом у сім’яниках ІІ дослідної групи були на 
95,6 та 101,6 % вищими, оскільки зростало 
АДФ-стимульоване дихання (табл. 3).

Під час окиснення сукцинату VS
4  мітохон-

дрій сім’яників тварин І дослідної групи 
збільшувалася на 50,1 %, а у тварин ІІ дослід-
ної групи – на 67,9 % відносно контролю. У 
обох дослідних групах V3 вірогідно не від-
різнялася від контролю. У тварин І дослідної 
групи V4

АТФ була вищою на 74,5 %, а у тварин 
ІІ дослідної групи – на 36,3 %. Порівняно 
з контрольними значеннями За таких умов 
у тварин І дослідної групи ДК за Ларді та 
Чансом виявилися нижчими на 30,6 та 46,2% 
(див. табл. 3). 

Отже, тривале введення тваринам ІІ до-
слідної групи таурину збільшило швидкість 
V3 мітохондрій сім’яників, коли окиснювався 
екзогенний α-кетоглутарат. При цьому зро-
стали й ДК за Ларді та Чансом. Під час вико-
ристання сукцинату як субстрату окиснення 
зростали VS

4  і V4
АТФ в обох дослідних групах, 

що у І дослідній групі спричиняло зниження 
ДК за Ларді та Чансом.

Подібно до сім’яників, тривале введення 
таурину тваринам І дослідної групи знижува-

Таблиця 2. Показники споживання кисню мітохондріями мозку щурів та окисного фосфорилювання  
за окиснення екзогенних α-кетоглутарату та сукцинату (M±m)

Показники Контроль
(n = 3)

Дослідні групи

I (n = 5) II (n = 3)

α-Кетоглутарат
Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 4,21±0,40 3,22±0,36 3,26±0,33

     за Чансом (V3/ V4
АТФ) 4,52±0,69 4,09±0,74 4,10±0,37

AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 3,38±0,30 2,99±0,59 3,02±0,52

Сукцинат
Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 2,69±0,10 3,32±0,47 3,18±0,58
     за Чансом (V3/ V4

АТФ) 4,20±0,10 4,10±0,12 4,10±0,25
AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 2,35±0,53 2,34±0,39 2,07±0,30

Дихання та окисне фосфорилювання мітохондрій тканин щурів за перорального введення таурину
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ло інтенсивність V1 стегнового м’яза на 43,5% 
(рис. 3, б). Під час окиснення α-кетоглутарату 
VS

4 , V3 та V4
АТФ у І дослідній групі були на 

41,4–60,9 % нижчі за контроль. Водночас у 
тканині стегнового м’яза не було зафіксовано 

різниці між інтенсивністю дихання мітохон-
дрій сім’яників тварин ІІ дослідної групи 
та ДК за Ларді та Чансом в обох дослідних 
групах (табл. 3).

Коли сукцинат окиснювався мітохонд

Таблиця 3. Показники споживання кисню мітохондріями сім’яників щурів та окисного фосфорилювання за 
окиснення екзогенних α-кетоглутарату та сукцинату (M±m)

Показники
Контроль

(n = 3)
Дослідні групи

I (n = 5) II (n = 3)
α-Кетоглутарат

Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 2,16±0,20 1,99±0,45 4,35±0,62#&

     за Чансом (V3/ V4
АТФ) 3,00±0,21 2,26±0,36 5,87±0,72#&

AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 3,38±0,30 3,05±0,87 3,27±0,30
Сукцинат 

Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 3,95±0,37 2,56±0,22* 3,69±0,88
     за Чансом (V3/ V4

АТФ) 3,48±0,42 2,07±0,40* 3,85±0,75
AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 2,35±0,53 2,13±0,25 2,13±0,31

Рис. 3. Інтенсивність дихання мітохондрій: сім’яників (а) та стегнового м’язу (б) щурів за ендогенного дихання (1), 
окиснення α-кетоглутарату (2) і сукцинату (3); І – перша дослідна група, ІІ – друга дослідна група, * статистично віро-
гідна різниця між показниками тварин І дослідної та контрольної групи, # – II дослідної та контрольної групи, & – I та 
ІI дослідних груп (один значок – з P < 0,05, два – з P < 0,01, три – з P < 0,001)

а

б
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ріями стегнового м’яза І дослідної групи 
спостерігалася подібна залежність. Найістот-
ніше знижувалась V3 – на 23,7 %. У м’язах ІІ 
дослідної групи VS

4 , V3 та V4
АТФ були на рівні 

контролю. У обох дослідних групах вірогідно 
не змінились ДК за Ларді та Чансом (табл. 4). 

Таким чином, під час окиснення як екзоген-
нного α-кетоглутарату, так і сукцинату інтенсив-
ність дихання мітохондрій стегнового м’яза у 
тварин І дослідної групи знижувалась. У тварин 
ІІ дослідної групи за додавання α-кетоглутарату 
V3 зростала, незважаючи на це ДК за Ларді та 
Чансом не відрізнялися від контролю. 

Тривале пероральне введення таурину 
тваринам спричиняє різні зміни мітохондрі-
ального дихання у різних тканинах і залежить 
від типу окисного метаболізму. Відомо, що 
за випоювання щурам таурину в їхній крові 
знижується крнцентрація глюкози та підвищу-
ється активність лактатдегідрогенази [17]. Такі 
зміни, як і зареєстроване нами збільшене V1 у 
тканині печінки (див. рис. 2, а) та мозку (див. 
рис. 2, б) обох дослідних груп тварин, вказують 
на підвищений рівень метаболізму в організмі. 

Для полегшення аналізу змін мітохондрі-
ального дихання за окиснення екзогенних 
субстратів отримані результати представлено 
у вигляді нормалізованих величин на рис. 4. 
Найбільші зміни показників дихання мі-
тохондрій за перорального введення таурину 
зареєстровані у печінці тварин І дослідної 

групи, де інтенсивність споживання кисню 
зросла більше ніж у 6 разів (див. рис. 4, а).

Ймовірно, що такий результат є впливом 
декількох чинників. Зокрема таурин спричи-
нює збільшення вмісту Са2+ у мітохондріях 
[6]. Оскільки α-кетоглутаратдегідрогеназа є 
Са2+-залежним ензимом [11], то зростання 
вмісту іонів призведе до інтенсифікації окис-
нення α-кетоглутарату, що спостерігається 
у мітохондріях печінки тварин ІІ дослідної 
групи. Однак це не пояснює збільшення спо-
живання кисню у разі додавання сукцинату у 
І дослідній групі. Зміни у диханні мітохондрій 
печінки можуть бути результатом інтенси-
фікації синтезу білків дихального ланцюга. 
Існують дані, які підтверджують входження 
таурину до складу мтРНК [9]. Більше того, у 
дослідженнях на культурах клітин виявлено, 
що надлишок таурину в середовищі спричиняє 
інтенсифікацію синтезу компонентів електро-
нно-транспортного ланцюга та призводить до 
посилення синтезу АТФ і збільшення мемб-
ранного потенціалу мітохондрій [9]. 

Дещо інша картина спостерігається у 
мозку (див. рис 4, б). Введення таурину не 
впливає на НАД-залежне дихання. А у разі 
окиснення сукцинату VS

4 , V3, V4
АТФ мітохон-

дрій мозку І дослідної групи зростають. Це 
може бути наслідком збільшеної потреби 
мозку у швидкому синтезі АТФ. Результати 
позитивного впливу таурину підтверджують 

Таблиця 4. Показники споживання кисню мітохондріями стегнового м’яза щурів та окисного фосфорилювання 
за окиснення екзогенних α-кетоглутарату та сукцинату (M±m)

Показники
Контроль

(n = 3)
Дослідні групи

I (n = 5) II (n = 3)
α-Кетоглутарат

Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 1,74±0,07 2,16±0,15 2,51±0,34
     за Чансом (V3/ V4

АТФ) 2,43±0,16 3,74±0,43 3,20±0,40
AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 3,38±0,30 3,29±0,39 3,15±0,34

Сукцинат
Дихальний контроль
     за Ларді (V3/VS

4 ) 3,31±0,38 2,40±0,38 3,31±0,57
     за Чансом (V3/ V4

АТФ) 3,48±0,26 3,00±0,25 2,60±0,23
AДФ/О, мкмоль АДФ/нмоль О2 2,35±0,53 2,46±0,52 2,44±0,55

Дихання та окисне фосфорилювання мітохондрій тканин щурів за перорального введення таурину
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досліди, проведені на нейронах. За їхньої ін-
кубації у середовищі з таурином підвищуєть-
ся мітохондріальна ємність Са2+, мембранний 
потенціал мітохондрій і синтез АТФ [2]. Але 
як свідчать наші результати досліджень, VS

4  
та V3 у мітохондріях мозку ІІ дослідної групи 
знижуються (див. рис. 4, б). Це може бути зу-
мовлено розвитком гіпоксії, оскільки для сук-
цинатзалежного шляху окиснення необхідно 
більше кисню і він чутливий до його нестачі 
[11]. Розвиток гіпоксії передбачає збільшення 
активності О2-незалежного шляху утилізації 
глюкози і утворення лактату з подальшим 
транспортуванням у печінку. Протилежні за 
напрямом процеси розвиваються у сім’яниках 
та стегновому м’язі. Зниження V1 мітохондрій 
сім’яників тварин І дослідної групи (див. 
рис. 2, а) та всіх інших швидкостей дихання 

у м’язах (див. рис. 4, г) може бути результа-
том збільшення активності О2-незалежного 
шляху утилізації глюкози. Внаслідок інтенси-
фікації цього шляху підвищується продукція 
лактату, тому активність лактатдегідрогенази 
має теж зростати – для перетворення лактату 
і пірувату. Лактат транспортується у печінку, 
перетворюється на піруват, який надходить 
у цикл Кребса [11]. Це частково пояснює 
можливу причину інтенсифікації мітохондрі-
ального дихання у печінці.

З іншого боку, таурин є амінокислотою, що 
опосередковано підвищує активність ензима-
тичної ланки антиоксидантного захисту [1]. 
Збільшення активності ферментів антиокси-
дантного захисту може бути результатом поси-
лення процесів перекисного окиснення ліпідів. 
За таких умов мембрана мітохондрій ймовірно 

Рис 4. Нормалізовані щодо контролю показники дихання мітохондрій за Чансом у разі окиснення: α-кетоглутарату (не-
перервна лінія) та сукцинату (пунктирна лінія): 
 за одиницю приймали відповідні показники у контролі; а – печінка, б – мозок, в – сім’яники, г – стегновий м’яз;  
1 – швидкість дихання VS

4 , 2 – V3, 3 – V4
АТФ, 4 – дихальний контроль за Чансом (за Ларді не представлено)

а

б
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в

г
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пошкоджується і інтенсивність дихання зни-
жується. Надмірна активація ензимів анти-
оксидантного захисту призводить до зниження 
інтенсивності мітохондріального дихання.

У сім’яниках тварин І дослідної групи 
знижуються ДК під час окиснення сукцинату. 
Це збігається з дослідами на мітохондріях пе-
чінки, де таурин частково знижує спряження 
дихання з окисним фосфорилюванням (див. 
рис. 4, в). У тварин ІІ дослідної групи ДК за 
стимуляції α-кетоглутаратом зростають у 2–2,5 
раза порівняно з контролем. Такі результати 
вказують на участь таурину у перебудові мемб-
рани. Адже він може сприяти ацилюванню 
ненасичених жирних кислот, захищаючи їх від 
вільних радикалів кисню [1]. Збільшується й 
V3, що свідчить про збільшену потребу у АТФ, 
яка може використовуватись на синтетичні 
процеси, наприклад сперміогенез [5].

Отже, пероральне введення таурину при-
зводить до зростання інтенсивності дихання 
у тканині печінки обох дослідних груп тва-
рин, мозку І дослідної групи та сім’яників 
ІІ дослідної групи. При цьому пригнічення 
інтенсивності дихання у м’язах та ДК у сім’я-
никах І дослідної групи вказує на зниження 
утворення АТФ цими тканинами. Тому вплив 
тривалого введення таурину на інтенсивність 
дихання мітохондрій та окисне фосфорилю-
вання залежить від дози та типу тканини, і, 
вочевидь, реалізується різними механізмами. 
Зокрема ці зміни можуть бути спричинені 
зсувом рівноваги між киснезалежним і кис-
ненезалежним метаболізмом, зростанням 
мембранного потенціалу мітохондрій, зміною 
Са2+-гомеостазу чи збільшенням кількості 
мітохондріальних білків.

Р.Д. Остапив1,2, В.В. Манько1

ИНТЕНСИВНОСТЬ ДЫХАННЯ МИТО-
ХОНДРИЙ И ОКИСЛИТЕЛЬНОЕ ФОСФО-
РИЛИРОВАНИЕ В ТКАНЯХ КРЫС ПРИ 
ПЕРОРАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ ТАУРИНА 

Исследовали влияние длительного введения таурина на 
интенсивность дыхания митохондрий в тканях печени, 
головного мозга, семенников и бедренной мышцы крыс. 

Для этого самцов крыс линии Вистар массой 190–220 г 
разделили на три исследовательские группы, которым 
ежедневно в течение 28 сут вводили питьевую воду (конт
рольная группа) или раствор таурина в расчете 40 или 100 
мг / кг (I и II экспериментальные группы соответственно). 
Интенсивность дыхания определяли полярографически 
с использованием электрода Кларка при окислении 
эндогенных субстратов (V1), добавлении экзогенных 
α-кетоглутарата (5 ммоль/л) или сукцината (1 ммоль/л, 
VS

4 ), АДФ до конечной концентрации 200 мкмоль/л (V3) 
и после использования АДФ (V4

АТФ). Выяснилось, что 
длительное введение таурина приводило к повышению 
на 50–60% V1 митохондрий у животных обеих экспери-
ментальных групп в печени и мозгу, но она снизилась 
на 73–48% в семенниках и мышцах животных І экспери-
ментальной группы. В печени животных этой группы как 
при окислении α-кетоглутарата, так и сукцината VS

4 , V3, 
и V4

АТФ были в 4–7 раз выше контроля. При окислении 
α-кетоглутарата в печени животных ІІ эксперименталь-
ной группы VS

4 , V3, и V4
АТФ были на 57–126 % выше. 

В мышцах крыс I экспериментальной группы VS
4 , V3, и 

V4
АТФ при добавлении α-кетоглутарата и сукцината были 

ниже на 41,4–60,9 % относительно контроля. В мышцах 
животных ІІ экспериментальной группы при добавлении 
α-кетоглутарата V3 была выше на 23,7 % контроля. При 
добавлении сукцината VS

4  и V4
АТФ возросли на 31–70 % 

в семенниках животных обеих групп и в мозгу крыс I 
экспериментальной группы. Однако в мозгу животных 
ІІ экспериментальной группы VS

4  была ниже на 38,3 %. 
Таким образом, установлено дозозависимое и тканеспе-
цифическое влияние длительного введения таурина на 
интенсивность потребления кислорода митохондриями.
Ключевые слова: таурин; интенсивность дыхания мито-
хондрий; печень; головной мозг; семенники; бедренная 
мышца.

R.D. Ostapiv1,2, V.V. Manko1

MITOCHONDRIA RESPIRATION AND  
OXIDATIVE PHOSPHORILATION  
OF RAT TISSUES AT TAURINE  
PER ORAL INJECTION

Taurine – sulphur-containing amino acid is a necessary com-
ponent of mitochondrial matrix, where it maintains pH and is 
included in mitochondrial transport RNA. But still it is unclear 
how taurine influences on ATP synthesis and mitochondrial 
respiration chain components activity. Thus, the aim of the 
work was to study the effect of long-term per oral taurine injec-
tion on mitochondrial respiration intensity in rat tissues: liver, 
brain, testes and thigh muscle. For this purpose male Wistar 
rats, that weighted 190–220 g, were divided in three groups, 
daily during 28 days they were injected drinking water (con-
trol group) or taurine solution 40 and 100 mg per kg of body 
weight (І and ІІ research groups, correspondingly). Respira-
tion intensity was measured polarogrifically with use of Clark 
electrode at endogenic substrates oxidation (V1), with exogenic 
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α-ketoglutarate (5 mmol/l) or succinate (1 mmol/l;VS
4 ) addi-

tion, at ADP addition to concentration 200 µmol/l (V3), and 
after ADP depletion (V4

АТP ). Phosphorylation time, oxidative 
phosphorilation efficacy (АDP/О), respiratory controls by 
Lardy (V3/VS

4 ) and Chance (V3/ V4
АТP ) were calculated. It was 

found that long term taurine injection increased V1 in animal 
brain and liver of both research groups, but it decreased in 
testes and muscles of I research group. In liver of I research 
group animals, when both α-ketoglutarate and succinate were 
oxidated, VS

4 , V3 and V4
АТP were 4–7 times larger than in 

control. At the same time, Lardy respiratory control increased 
at succinate oxidation, this may indirectly point on increased 
coupling between respiration and oxidative phosphorylation. 
In liver of II research group animals VS

4 , V3 and V4
АТP  when 

α-ketoglutarate was oxidated were significantly higher than 
in control. In muscles of I research group VS

4 , V3 and V4
АТP  

when α-ketoglutarate and succinate was added were lower 
than in control. In thigh muscle of II research group animals 
at α-ketoglutarate oxidation V3 was higher than in control. 
When succinate was added VS

4  and V4
АТP  increased in testes 

mitochondria of both research groups and in brain of I research 
group. But in II research group animals mitochondria VS

4  
brain was lower than in control. At the same time, coupling 
between respiration and oxidative phosphorylation in brain was 
on control level, in testes of I research group it was lower. In 
testes of II research group animals at α-ketoglutarate addition 
increased respiratory controls. Thus, the effect of long term per 
oral taurine injection on mitochondria respiration intensity is 
dose-dependent and tissue-specific and, obviously, has differ-
ent significance and is implemented by different mechanisms.
 Key words: taurine; mitochondrial respiration intensity; liver; 
brain; testes; thigh muscle.
1Ivan Franko National University of Lviv; 
2State Scientific Controlling Institute of Veterinary Medical 
Products and Feed Additives, Lviv
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Вплив обмеження харчування в період розвитку 
Drosophila melanogaster на активність ферментів  
системи антиоксидантного захисту
О. Г. Забуга, О. К. Коляда, В. М. Кухарський, А. І. Бажинова, О. М. Вайсерман
ДУ «Інститут геронтології імені Д.Ф. Чеботарьова НАМН України», Київ;  
e-mail: narelem12@gmail.com

Раніше ми продемонстрували, що 50%-ве зменшення вмісту харчових компонентів у поживному 
субстраті порівняно з контролем (100 %) призводить до збільшення на 11 % середньої тривалості 
життя самців Drosophila melanogaster. Для вивчення біохімічних змін, які можуть виникати за таких 
умов, у представленому дослідженні ми визначили активність ферментів системи антиоксидант-
ного захисту – супероксиддисмутази (СОД) та каталази. Застосування обмеження харчування на 
стадії розвитку викликало вірогідне збільшення активності обох ферментів у самців. Крім того, в 
особин обох статей, вирощених за умов вмісту 50 % харчових компонентів у поживному середовищі, 
виявили зниження рівня накопичення кінцевих продуктів глікозилювання. Результати дослідження 
дають змогу припустити, що зміни активності СОД і каталази можуть відігравати роль у спри-
чиненому обмеженням харчування на стадії розвитку збільшенні тривалості життя дрозофіл.
Ключові слова: Drosophila melanogaster; обмеження харчування; розвиток; супероксиддисмутаза; 
каталаза; кінцеві продукти глікозилювання; тривалість життя.
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Відомо, що за допомогою зміни дієтичних 
умов можна впливати на тривалість життя 
багатьох видів лабораторних тварин. Незва
жаючи на широкий спектр досліджень з ць-
ого приводу, механізми, які лежать в основі 
ефектів обмеження харчування, залишаються 
не з’ясованими [1, 2].

Нещодавно нами було показано, що 
обмеження харчування на стадії личинки 
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) 
може призводити до збільшення тривалості 
життя імаго [3]. Важливою особливістю всіх 
наших досліджень є те, що ми застосовуємо 
не якісне (скорочення вмісту білка або інших 
речовин), а кількісне обмеження раціону, 
тобто пропорційно зменшуємо концентра-
цію усіх харчових компонентів у поживному 
середовищі на стадії розвитку плодових му-
шок. У результаті при вирощуванні личинок 
дрозофіли у субстраті, який містив білкові 

та вуглеводні речовини у концентраціях 50 
і 60 % порівняно зі стандартним поживним 
середовищем, ми виявили суттєве збільшення 
середньої тривалості життя самців, а мак-
симальної – у всіх особин чоловічої статі, 
які розвивались за умов будь-якого вмісту 
харчових компонентів у діапазоні 90-10 % 
порівняно зі 100%-м контролем. У самиць 
подібного ефекту зафіксовано не було [3].

Роль окиснення в ефектах, пов’язаних із 
впливом обмеження харчування на тривалість 
життя, досі майже не досліджувалась. Як 
відомо, ендогенні антиоксиданти, зокрема, 
ферменти супероксиддисмутаза (СОД) та 
каталаза розкладають активні форми кис-
ню у серії хімічних реакцій [4]. Система 
антиоксидантного захисту може відігравати 
важливу роль у збільшенні тривалості життя 
організму.

СОД каталізує розклад супероксиду на 
кисень і перекис водню, який потім розкла-
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дає другий фермент – каталаза – на воду та 
кисень. Механізм скоординованої дії обох 
ферментів забезпечує ефективний захист клі-
тинних структур від окисного руйнування [5].

Було виявлено, що окремі «довгоживучі» 
штами Drosophila мають підвищений вміст 
антиоксидантних ферментів [6]. Зважаючи 
на це, деякі дослідження спрямовувалися 
на спроби збільшення тривалості життя за 
допомогою штучного підвищення активності 
антиокисдантних ферментів на генетичному 
рівні. Так, було показано, що трансгенні D. 
melanogaster із надекспресією Cu/ZnСОД, 
або СОД1 і каталази мали на 34 % більшу 
тривалість життя і затримку процесу старіння 
[7]. Водночас надекспресія СОД1 у рухових 
нейронах збільшує цей показник на 40 % [8], 
надекспресія мітохондріальної форми СОД 
– СОД2, або MnСОД, – лише деякою мірою 
подовжує життя плодових мушок, проте не 
уповільнює темп старіння [9].

КПГ утворюються внаслідок глікозилю-
вання, тобто реакції приєднання вільних 
цукрів до протеїнів. У D. melanogaster вміст 
цих побічних речовин значно підвищується із 
віком. Так, молоді мушки у віці 10 діб містять 
на 44 % менше КПГ порівняно із 75-добовими 
[10]. І хоча було виявлено можливість істотно 
зменшити вміст побічних продуктів у тка-
нинах «старіючих» дрозофіл додаванням до 
поживного середовища протягом онтогенезу 
комах аміногуанідину, це не впливало на їхню 
тривалість життя [10].

Мета нашої роботи – визначити актив-
ність двох антиоксидантних ферментів − 
СОД і каталази, а також кінцевих продуктів 
глікозилювання − КПГ (advanced glycation 
end-products, AGEs) у дорослих дрозофіл, 
яких на стадії личинки утримували за умов 
50%-го обмеження харчування.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на аутбредній 
популяції Oregon-R виду D. melanogaster. 
Популяцію розведення мушок вирощували 

у «повноцінному» поживному середовищі, 
тобто із нормальним співвідношенням усіх 
компонентів харчування: на 100 мл води – 4 
г сахарози, 2,5 г сухих дріжджів, 4 г манної 
крупи, із додаванням 1 г агар-агару та 1 мл 
10%-го спиртового розчину ніпагіну (для 
пригнічення росту цвілі). Всіх комах утри-
мували за стандартних умов – у термостаті 
з температурою 25±0,5°С, при стабільній 
вологості та режимі освітлення 12 год світла 
/ 12 год темряви за добу. Протягом 8 год пі-
сля вильоту з лялечок, мушок розділяли на 
самиць і самців та до здійснення експеримен-
тальних маніпуляцій утримували окремо для 
запобігання схрещувань.

Личинок наступного покоління утриму-
вали у поживному середовищі, що містило 
50 % харчових компонентів порівняно зі 
стандартним, але із нормальною кількістю 
агар-агару й ніпагіну. Розвиток комах від-
бувався у скляних банках об’ємом 200 мл 
(4 штуки на групу), за щільності популяції 
200-250 личинок у кожній. Усіх мушок на 
стадії імаго переводили на 100%-й поживний 
субстрат та утримували за стандартних умов.

Визначення активності СОД, каталази 
та вмісту КПГ здійснювали в імаго у віці 
15 і 20 діб. Ферментні екстракти готували 
гомогенізацією 5 дорослих мушок у 300 мл 
охолодженого льодом розчину із 0,05 моль/л 
фосфатного буфера (рН 7,4). Зразки центри-
фугували 10 хв при 4°С і у супернатанті вимі-
рювали вміст загального білка за методикою 
Бредфорда [11].

Активність СОД визначали непрямим 
методом [12] за рівнем інгібування реакції 
супероксидзалежного окиснення кверцетину 
за наявності N′,N′,N′,N′-тетраметилетиленді-
аміну. Екстракт мушок (5 мкл) із концентра-
цією 200 мкг/мл загального білка вносили 
у 150 мкл реакційної суміші, що містила 20 
ммоль/л калій-фосфатний буфер (рН 10), 
0,8 ммоль/л TEMED, 0,8 ммоль/л ЕДТА і 5 
мкл вихідного розчину кверцетину (1,5 мг 
кверцетину у 10 мл диметилсульфоксиду). 
Розчин інкубували впродовж 20 хв при кім-
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натній температурі. Паралельно готували 
контрольну суміш без додавання екстракту 
мушок. Концентрацію кверцетину визнача-
ли вимірюванням довжини хвилі за значен-
ням 406 нм на початку та у кінці реакції за 
калібрувальною кривою. Активність СОД 
визначали як дебіт неокисненого кверцетину 
між експериментальними та контрольними 
показниками і нормували з урахуванням часу 
і вмісту загального білка в екстракті.

Активність каталази в екстрактах мушок 
визначали колориметричним методом. Екстр-
акт інкубували із перекисом водню (H2O2) 
впродовж 1 хв при 37°С, після чого зупиня-
ли реакцію додаванням розчину молібдату 
амонію [(NH4)6Mo7О24*4Н2О]. Інтенсивність 
забарвлення жовтого комплексу вимірювали 
при довжині хвилі 405 нм на спектрофо-
тометрі. Концентрацію перекису водню 
розраховували за калібрувальною кривою, 
і за рівнем його розкладання визначали ак-
тивність ферменту, яку виражали в умовних 
одиницях [13].

Вміст КПГ визначали за методикою, 
описаною Oudes та співавт. [10]. Замороже-
них мушок гомогенізували в 1 мл 0,2 моль/л 
фосфатного буфера (рН 7,4) із додаванням 
10 ммоль/л ЕДТА. Очищений супернатант 
відокремлювали та переварювали 24 год при 
37°С у 10 мг/мл трипсину. Потім гомогенат 
розбавляли до оптичної щільності меншої 
ніж 0,05 при довжині хвилі 365 нм та вимі-
рювали на флуоресцентному анізотропному 
спектрометрі, при λзб. = 365 нм та λем. = 
440 нм. Концентрацію КПГ розраховували 

за калібрувальною кривою, побудованою з 
використанням штучних КПГ та нормували 
за вмістом загального білка. Застосовані 
довжини хвиль збурення та емісії демонстру-
вали рівень накопичення КПГ у тканинах 
організму [10].

Визначення всіх біохімічних параметрів 
здійснювали у п’яти повторах. Статистичне 
опрацювання отриманих результатів реалізо-
ване у програмі Statistica 6.0. Рівень статис-
тичної значущості визначали за методом χ2.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Всі біохімічні параметри визначали у до-
рослих дрозофіл. У самців, вирощених із 
вмістом 50 % харчових компонентів у по-
живному середовищі, виявлено підвищення 
активності СОД на 15-ту і 20-ту доби життя, 
а також каталази у 15-добовому віці (табл. 
1). У самиць вірогідної різниці в активності 
обох ферментів не зафіксовано в усіх вікових 
групах.

Варто зазначити, що окремі дослідження 
свідчать про відсутність позитивного впливу 
на темп старіння від підвищення активності 
ендогенних антиоксидантних систем. Так, 
було показано, що надекспресія СОД2 і ка-
талази зменшувала рівень мітохондріального 
вивільнення активних форм кисню, підвищу-
ючи таким чином стійкість до окисного стре-
су у дрозофіл, але їхня тривалість життя при 
цьому зменшувалася [5]. Продемонстровано, 
що збільшення цього показника, викликане 
низькокалорійним харчуванням, не залежить 

Таблиця 1. Активність супероксиддисмутази (мкмоль/хв*мг)  і каталази (мкмоль/хв*мг) у дрозофіл різного 
віку після розвитку у поживному середовищі із вмістом 50 % харчових компонентів (M±m)

Показник Самці Самиці
100% 50% 100% 50%

Супероксиддисмутаза
     15 діб 0,105±0,012 0,140±0,006* 0,097±0,012 0,075±0,005
     20 діб 0,090±0,010 0,146±0,014* 0,120±0,009 0,286±0,148
Каталаза
     15 діб 0,574±0,037 0,773±0,068* 0,508±0,040 0,369±0,040
     20 діб 1,127±0,195 0,797±0,072 0,688±0,167 0,568±0,083

Примітка. Тут і у табл. 2: * P<0,05 порівняно з контролем

Вплив обмеження харчування в період розвитку Drosophila melanogaster на активність ферментів системи антиоксидантного захисту
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від зниження вмісту СОД1. Разом із тим ви-
явлено, що вона необхідна для подовження 
життя за умов обмеження концентрації білка 
у харчуванні, при якому наявна підвищена 
кількість цукру [4].

Окрім каталази та СОД ми досліджували 
рівень накопичення КПГ в імаго плодових 
мушок, вирощених із вмістом 50 % харчових 
компонентів у поживному середовищі. Віро-
гідне зменшення значення показника виявили 
у дрозофіл обох статей віком 20 діб, яких 
утримували в умовах обмеження харчування 
на стадії розвитку (табл. 2).

Важливо зазначити, що Jacobson зі спі-
вавт. [14] запропонували використовувати 
рівень накопичення КПГ як біомаркер старін-
ня у Drosophila. Показано, що штучне дода-
вання цих речовин до поживного середовища 
плодових мушок провокує у них зниження 
активності ферментів антиоксидантного 
захисту, яке, у свою чергу, супроводжується 
прискоренням старіння [15].

Можна припустити, що виявлені у цій 
роботі зміни на біохімічному рівні (збільшен-
ня активності СОД і каталази та зменшення 
рівня накопичення КПГ у D. melanogaster, які 
розвивались за умов обмеження харчування) 
можуть відігравати роль у продемонстро-
ваному нами раніше збільшенні тривалості 
життя. Оскільки ферменти системи анти-
оксидантного захисту є досить нестійкими 
сполуками, то після вилуплення з лялечок 
мушки у віці 15-20 діб не можуть мати 
молекули цих ферментів, які синтезуються 
впродовж преімагінального розвитку. Зважа-
ючи на це, ми припускаємо, що такі зміни на 
біохімічному рівні пояснюються обмеженням 
харчування на стадії розвитку довгостроко-

вими епігенетичними модифікаціями (тобто, 
змінами активності генів, не пов’язаних зі 
змінами структури ДНК). Можливість по-
дібних перебудов, викликаних стресами на 
етапі розвитку, продемонстрована у наших 
попередніх працях [16]. Надалі ми плану-
ємо більш детальне вивчення механізмів, 
що опосередковують збільшення тривалості 
життя внаслідок обмеження харчування на 
стадії розвитку.

О. Г. Забуга, А. К. Коляда, В. М. Кухарский,  
А. И. Бажинова, А. М. Вайсерман

ВЛИЯНИЕ ОГРАНИЧЕНИЯ ПИТАНИЯ 
В ПЕРИОД РАЗВИТИЯ DROSOPHILA 
MELANOGASTER НА АКТИВНОСТЬ ФЕР-
МЕНТОВ СИСТЕМЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ 
ЗАЩИТЫ

Ранее мы показали, что 50%-е уменьшение содержания 
пищевых компонентов в питательном субстрате по срав-
нению с контролем (100 %) способствует увеличению на  
11 % средней продолжительности жизни самцов Drosoph-
ila melanogaster. Для изучения биохимических изменений, 
которые могут возникать в таких условиях, в данном иссле-
довании мы определили активность ферментов системы 
антиоксидантной защиты − супероксиддисмутазы (СОД) 
и каталазы. Ограничение питания на стадии развития 
привело к достоверному увеличению активности обоих 
ферментов у самцов. Кроме того, у представителей обоих 
полов, выращенных в условиях 50%-го содержания пище-
вых компонентов в питательной среде, выявили снижение 
уровня накопления конечных продуктов гликозилирова-
ния. Результаты исследования позволяют предположить, 
что изменения активности СОД и каталазы могут играть 
роль в вызванном ограничением питания на стадии раз-
вития увеличении продолжительности жизни дрозофил.
Ключевые слова: Drosophila melanogaster; ограничение 
питания; развитие; супероксиддисмутаза; каталаза; ко-
нечные продукты гликозилирования; продолжительность 
жизни.

Таблиця 2. Вміст кінцевих продуктів глікозилювання (мг/мл) у D. melanogaster після розвитку у поживному 
середовищі із 50 % харчових компонентів (M±m)

Показник Самці Самиці
100% 50% 100% 50%

Кінцеві продукти глікозилювання
     15 діб 63,24±5,11 68,95±9,79 15,86±1,85 10,82±2,07
     20 діб 100,45±13,66 58,14±9,18* 22,89±2,69 12,79±1,42*
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O. G. Zabuga, A. K. Koliada, V. M. Kukharskyy, 
A. I. Bazhynova, A. M. Vaiserman

THE EFFECT OF DIETARY RESTRICTION 
DURING DEVELOPMENT OF DROSOPHILA 
MELANOGASTER ON THE ACTIVITY OF AN-
TIOXIDANT SYSTEM ENZYMES

In the previous study we demonstrated that dietary restriction 
only at the development stage of Drosophila melanogaster 
may impact the life span of adult flies. It was important that 
we didn’t use qualitative (restriction of proteins or other 
macro- or microelements) and not a calorie restriction as well, 
but quantitative dietary restriction that was the proportional 
reduction of all food components in the larval medium. In the 
situations when the larvae were reared in the medium types, 
that contained protein and carbohydrate components in con-
centrations of 90-10% of food components compared to the 
standard one (100%), the males were characterised with the 
significant increase in the maximum life span. The average life 
span was also increased, but only in those male individuals 
that developed in the medium types, that contained 50% and 
60% of food components compared to controls. Such an effect 
we haven’t detected in the female flies.
To study the biochemical changes associated with the physi-
ological effects we have determined the activity of the antioxi-
dant enzymes − superoxide dismutase (SOD) and catalase. In 
the male flies the 50% dietary restriction implemented during 
the development has led to the significant increase in a SOD 
and catalase activity. Also the flies of both sexes reared in the 
medium with the 50% of food components have been char-
acterised with the reduction in the accumulation of glycation 
end products. According to these results, we suggest that the 
changes in the activity of antioxidant enzymes may play a 
role in the increase of the flies life span caused by the dietary 
restriction during the development.
Key words: Drosophila melanogaster; dietary restriction; 
development; superoxide dismutase; catalase; advanced glyca-
tion end products; life span.
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Вплив гіпоксії на синаптичну передачу  
між гангліозними клітинами сітківки та нейронами 
superior colliculus в умовах кокультури
Г.В. Думанська, О.В. Рихальський, М.С.Веселовський
Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ;  
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Проведено серію експериментів для виявлення ефектів та механізмів гіпоксичного впливу на синап-
тичну передачу між гангліозними клітинами сітківки та нейронами superior colliculus (SC). Аплі-
кація гіпоксичного розчину призводила до довготривалої потенціації (ДТП) НМДА-опосередкованої 
синаптичної передачі. Аналіз впливу дефіциту кисню на спонтанні та мініатюрні постсинаптичні 
струми (сПСС та мПСС відповідно) виявив збільшення частоти їх виникнення та появу другого 
піка в гістограмі розподілу мПСС. Оцінка квантових та біноміальних параметрів відображає 
комплекс пре- та постсинаптичних змін при потенціації, незалежних від ймовірності вивільнення 
нейромедіатора. ДТП може зумовлюватися збільшенням загальної кількості активних синапсів. 
Глутаматергічна синаптична передача, опосередкована активацією неНМДА-рецепторканальних 
комплексів, у відповідь на аплікацію безкисневого розчину реагувала короткотривалою депресією, 
яка є результатом пресинаптичної дисфункції і асоціюється зі зменшенням ймовірності вивільнення 
синаптичних везикул та кількості активних зон. ГАМК-ергічна синаптична передача, опосередко-
вана активацією ГАМКА-рецепторканальних комплексів реагувала на гіпоксичну дію довготривалою 
депресією (ДТД). Аналіз сПСС та мПСС показав суттєве зменшення частоти виникнення цих стру-
мів та зменшення величини кванта (Р=0,05) протягом дефіциту кисню. Загалом в основі ефекту 
гіпоксііндукованої ДТД ГАМК-ергічної синаптичної передачі лежить комплекс змін пресинаптичних 
(незалежних від ймовірності вивільнення) та постсинаптичних (зменшення чутливості рецепторів 
постсинаптичної мембрани) механізмів.
Ключові слова: гангліозні клітини сітківки; нейрони superior colliculus; синаптична передача; 
гіпоксія; довготривала депресія та потенціація.

ВСТУП

Дослідження механізмів впливу гіпоксії 
на високоспеціалізовані системи ЦНС, які 
відповідальні за сприймання, обробку та пе-
редачу інформації є актуальною проблемою 
фізіології та медицини. Гіпоксія – провідний 
фактор у патогенезі багатьох захворювань, 
включаючи мозкові травми, дистрофії, ін-
сульти. Втрата зору як наслідок мозкової 
травми та дистрофій різної етіології – одна 
з головних причин зорових порушень сього-
дення [1, 2]. Пошкодження можуть відбува-
тися у будь-якому елементі зорової системи: 
структурі ока, зорових нервах, підкіркових 

зорових центрах, зоровій корі. Найчастіше 
саме порушення на рівні передачі зорового 
сигналу від сітківки в первинні підкіркові 
зорові центри призводить до часткової або 
повної втрати зору [3,4]. Superior colliculus 
(SC) – рефлекторний підкірковий центр зоро-
вого аналізатора. Саме тут відбувається пере-
микання первинних аферентних сигналів від 
сітківки, їх обробка, модуляція та формуван-
ня рефлекторних реакцій. Ключові моменти 
гіпоксичного ураження проекцій гангліозних 
клітин сітківки (ГКС) до SC досліджені до-
сить детально на рівні структурних порушень 
та судинних реакцій за допомогою методів 
магнітнорезонансної томографії [5, 6]. Разом 
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з тим ефекти та механізми гіпоксичного пош
кодження цієї синаптичної передачі дотепер 
не були досліджені. 

Метою нашої роботи було охарактеризу-
вати ефект та виявити механізми гіпоксично-
го впливу на синаптичну передачу між ГКС 
та нейронами SC в умовах кокультури.

МЕТОДИКА

Кокультивування дисоційованих клітин 
сітківки та нейронів SC проводили згідно 
з розробленою нами методикою, яка була 
описана раніше [7]. В експеримент відби-
рали пари синаптичнозв’язаних гангліозних 
клітин (ГКС) і нейронів SC, які візуально 
ідентифікували за морфологічними особли-
востями цих популяцій нейронів. Покривне 
скельце з кокультивованими нейронами 
розміщали в робочій камері, заповненій 
стандартним зовнішньоклітинним розчином 
такого складу (ммоль/л): NaCl – 140, KCl – 3, 
CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, HEPES – 20, глюкоза 
– 10; pH 7,4. Всі реактиви фірми “Sigma”, 
(США).

Patch-піпетки з внутрішнім діаметром 
кінчика 1–1,5 мкм були виготовлені з бороси-
лікатних скляних капілярів (“World Precision 
Instruments”, США). Внутрішньоклітинний 
розчин мав такий склад (ммоль/л): калій 
глюконат – 155, EGTA – 0,5, MgCl2 – 1, 
HEPES – 20; pH 7,4. Всі реактиви фірми 
“Sigma”, (США), Заповнені таким розчином 
patch-піпетки мали опір 5–7 МОм. Відводили 
трансмембранні струми та потенціали у па-
рах ГКС і нейронів SC методом patch-clamp 
у конфігурації «ціла клітина» в режимах 
фіксації струму та напруги одночасно на 
пре- та постсинаптичній клітині відповідно. 
Контроль якості фіксації потенціалу протягом 
експерименту здійснювали за допомогою мо-
ніторингу варіацій значень амплітуди струму 
витоку (Івит) та сталої часу ємнісного струму 
(τємн) у відповідь на короткий (10 мс) прямо-
кутний стимул невеликої амплітуди (-10 мВ). 
Отримані результати аналізували лише в 

тому разі, якщо варіації значень τємн та Івит 
не перевищували 20 %. В усіх експериментах 
концентрації іонів хлору для зовнішньо- та 
внутрішньоклітинного розчинів становили 
151–144 та 2 ммоль/л відповідно. За таких 
концентрацій при підтримуваному потенціалі 
хлорні постсинаптичні струми через канали 
ГАМКА-рецепторів мали вихідний напрямок 
і гіперполяризували мембрану нейронів, а 
струми через канали іонотропних глутамат-
них рецепторів – вхідний і де поляризували. 
Таким чином, під час реєстрації ставало мож-
ливим візуально розрізняти збуджувальні та 
гальмівні постсинаптичні струми, що значно 
полегшувало аналіз експериментальних ре-
зультатів. Мініатюрні постсинаптичні струми 
(мПСС) реєстрували в нейронах SC у без-
кальцієвому зовнішньоклітинному розчині 
з додаванням 1 мкмоль/л тетродотоксину, за 
наявності відповідних блокаторів.

Аплікацію розчинів на синаптичнозв’я-
зану пару ГКС та нейрона SC проводили 
за допомогою методу швидкої локальної 
суперфузії зі швидкостями, достатніми для 
дослідження лігандкерованих іонних каналів 
[8]. Піпетки для суперфузії діаметром 20–40 
мкм розміщали на відстані 250–300 мкм вище 
синаптичнозв’язаної пари нейронів. Вплив 
гіпоксії на викликані, спонтанні та мініатюр-
ні ПСС вивчали за наступним протоколом: 
на досліджувану пару аплікували робочий 
зовнішньоклітинний розчин протягом 5 хв, 
цей період вважався “контрольним”, після 
цього йшла швидка заміна на відповідний 
аноксичний розчин (близько 5 хв) – період 
гіпоксії, з наступною повторною подачею 
робочого зовнішньо клітинного розчину – 
реоксигенація. Короткочасну (до 5 хв) аплі-
кацію аноксичного розчину використовували 
як загальноприйняту модель гіпоксії in vitro. 
Слід зазначити, що амплітудні та кінетичні 
характеристики викликаного потенціалу 
дії (ПД) пресинаптичних ГКС залишалися 
незмінними протягом всього експерименту.

Гіпоксичні розчини отримували барбо-
туванням робочого зовнішньоклітинного 
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розчину азотом протягом 20 хв. Концентра-
цію вимірювали полярографічним методом 
за допомогою платинового мікроелектрода. 
Полярографічний аналіз оснований на мож-
ливості електрохімічного відновлення або 
окиснення іонів чи нейтральних молекул на 
поверхні електрода. Кожен вид іонів чи ней-
тральних молекул відновлюється або окис-
нюється при своєму визначеному потенціалі. 
Полярографічні індикаторні мікроелектроди 
виготовляли з заготовок для рatch-піпеток у 
кінчики яких був впаяний платиновий дріт 
діаметром близько 20 мкм і довжиною від-
критої ділянки 30–40 мкм. До індикаторного 
електрода прикладали від’ємний потенціал 
-60 мВ і вимірювали граничний струм дифу-
зії. Перед використанням електрод калібрува-
ли за двома точками, вимірюючи граничний 
струм дифузії в розчинах з відомою кон-
центрацією. Для отримання нульової точки 
використовували насичений розчин сульфіту 
натрію (8 ммоль/л). За другу точку приймали 
граничний струм дифузії, виміряний у роз-
чині , що знаходився в рівновазі з повітрям 
(об’ємний вміст кисню в повітрі – 21%). 

Раніше нами було показано, що в синапсах 
між кокультивованими ГКС і нейронами SC 
ймовірність вивільнення медіатора досить 
висока, тому для вивчення природи ефектів 
короткотривалої пластичності ми проводили 
квантовий аналіз, використовуючи біноміаль-
ну статистику [9]. Основними параметрами 
базової квантової теорії вивільнення нейро-
медіатора є: q  – величина кванта - амплітуда 
постсинаптичного струму, яка опосередкова-
на вивільненням нейромедіатора з однієї си-
наптичної везикули і є пре- та постсинаптич-
ним фактором; m – середній квантовий вміст 
(середня кількість вивільнених синаптичних 
везикул) pnm ⋅= , де n  та p  – біноміальні 
параметри : n  – середня кількість сайтів 
вивільнення, а p  – середня ймовірність 
вивільнення однієї везикули з одного сайту 
вивільнення, обидва є пресинаптичними 
факторами [18]. Середня амплітуда вПСС 
серії реєстрацій визначається qmE ⋅=  

.Відповідно до базової біноміальної моделі 
ймовірність вивільнення нейромедіатора в 
досліджуваних синапсах розраховується за 
таким рівнянням:

                                              ,
де CV та CVq – коефіцієнт варіації амплітуд 
вПСС та одиничних квантових подій ( q ) 
відповідно. 

Наступний метод базується на порівнян-
ні амплітуд та коефіцієнтів варіації вПСС в 
контролі та при дії гіпоксії чи реоксигенації 
[11]. Візуалізацію результатів зображали на

графіку залежності                                   від

                . (CV)-2 є функцією параметрів 

n  i p , тоді як амплітуда вПСС зумовлюється 
як пре- так і постсинаптичними факторами. 
Враховуючи припущення описаної раніше 
моделі та формули базового та повного кван-
тового аналізу, діагональ на цьому графіку 
розділяє ефекти, пов’язані зі зміною кванто-
вого вмісту, від ефектів, зумовлених зміною 
як квантового вмісту так і величини кванта. 

Таким чином, у разі потенціації   







> 1

A
A

1

2  

ефекти, пов’язані зі зміною пресинаптичних 
факторів, відображаються графічно над діа
гоналлю, тоді як ефекти, пов’язані зі зміною 
як пре- так і постсинаптичних факторів – під 

діагоналлю. При депресії 







< 1

A
A

1

2  – навпа-
ки.

Обробку та візуалізацію результатів про-
водили за допомогою програмних пакетів 
Clamfit 9.0 (“Axon Instruments”, США), Excel 
2007 (“Microsoft Corporation”, США) та 
Origin 8.5 Pro (“OriginLab Corporation”, США. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Нами було досліджено 88 синаптичнозв’я-
заних пар ГКС та нейронів SC від 10 до 28 
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діб кокультивування. Аплікація гіпоксичного 
розчину призводила до довготривалої потен-
ціації (ДТП) вхідних повільних вПСС (18 
пар клітин, рис. 1, I). Амплітуди повільного 
вЗПСС були збільшені відносно контролю до 
161,4±7,2% протягом періоду гіпоксії та до 
140,9±12,4% протягом періоду реоксигенації 
(Р=0,05). Описаний ефект було зареєстрова-
но у безмагнієвому зовнішньоклітинному 
розчині без додавання блокатора неНМ-
ДА-рецепторканальних комплексів DNQX 
(10 мкмоль/л). Такі кінетичні характеристи-
ки струму, як час наростання та стала часу 
спаду вПСС були 3,57±0,32 та 37,23±5,36 мс 
відповідно. Цей струм повністю блокувався 
за наявності 10 мкмоль/л DL-APV. Тобто 

описана синаптична передача опосередкову-
валась виключно НМДА-рецепторканальним 
комплексом. 

Ми дослідили гіпоксичний вплив на 
НМДА-опосередковану синаптичну пере-
дачу у стандартному зовнішньоклітинному 
розчині з додаванням 10 мкмоль/л DNQX 
( 6 пар клітин). Наявність Mg2+ не давала 
можливості зареєструвати ці струми при під-
тримуваному потенціалі -70 мВ у контролі. 
Постсинаптичний нейрон SC деполяризували 
до -40 — -30 мВ для підтвердження наяв-
ності функціонального синапсу у візуально 
ідентифікованій парі ГКС та нейрона SC. 
Потім нейрон утримували за нормальних 
фізіологічних умов (при -70 мВ). Локальна 

Рис.1. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на синаптичну передачу між гангліозними клітинами сітківки та нейро-
нами superior colliculus та графічні результати методу коефіцієнта варіації. I, II, III - часовий перебіг амплітуд НМДА-,  
неНМДА- та ГАМКА-опосередкованих викликаних постсинаптичних струмів (вПСС) до, під час та після відповідно 
аплікації гіпоксичного розчину. На верхніх лівих фрагментах I, II та III – усереднені записи вПСС в контролі (1), під час 

гіпоксії (2) та протягом реоксигенації (3). а, б, в - усереднені графіки залежності                             від                          для 

вПСС, опосередкованих активацією виключно НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-рецепторканальних комплексів відповідно 
при гіпоксії та реоксигенації
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аплікація безкисневого розчину призводила 
до можливості реєстрації НМДА-опосеред-
кованого вПСС від нейрона SC, струм знову 
зникав у період реоксигенації (рис 2, а). Мож-
ливість реєстрації НМДА-опосередкованих 
вПСС під час гіпоксії, ймовірно, відбувалася 
внаслідок ослаблення потенціалзалежного 
магнієвого блоку НМДА-рецепторканального 
комплексу на мембрані постсинаптичного 
нейрона, який за фізіологічних умов є одним з 
безпосередніх механізмів нейропротекторної 
дії. Цей ефект при дефіциті кисню за нор-
мальних електрофізіологічних умов дотепер 
не має конкретно описаного механізму та є 
предметом багатьох актуальних досліджень 
[12, 13]. Тривале підвищення активності 
НМДА-рецепторканальних комплексів на 
постсинаптичній мембрані нейрона SC за 
обох зовнішньоклітинних розчинів призво-
дила до підвищення концентрації кальцію в 

цитозолі і, як наслідок, відстроченої загибелі 
нейрона. Явище гіпоксііндукованої ДТП, 
опосередковане активацією НМДА-рецептор-
канальних комплексів, має назву патологічної 
пластичності. Ми проаналізували мініатюрні 
та спонтанні НМДА-опосередковані постси-
наптичні струми (мПСС та сПСС відповідно) 
в контрольних умовах та при дефіциті кисню. 
Як видно з рис. 3, А, гіпоксія індукує збіль-
шення частоти виникнення НМДА-опосеред-
кованих сПСС, яка залишається підвищеною 
протягом періоду реоксигенації (n=4). Кіль-
кісний аналіз частотних змін зображений на 
графіку кумулятивної ймовірності інтервалів 
між спонтанними подіями (див. рис. 3, а). 
Аналогічне збільшення частоти відносно 
контролю спостерігалося при реєстрації 
мПСС протягом гіпоксії, відповідні графіки 
кумулятивної ймовірності інтервалів між 
мініатюрними подіями зображено на рис. 4, 

Рис.2. Вплив гіпоксії на НМДА- та неНМДА-опосередковані викликані та спонтанні постсинаптичні струми (вПСС 
та сПСС відповідно) зареєстровані з використанням стандартного зовнішньоклітинного розчину, без додавання блока-
торів. а - часовий перебіг амплітуд НМДА-опосередкованих викликаних постсинаптичних струмів (вПСС) до, під час 
та після аплікації гіпоксичного розчину. На верхньому фрагменті а – усереднені записи вПСС у відповідному періоді. 
б, в – нормовані записи реєстрацій глутаматергічних сПСС в контролі та при гіпоксії відповідно. 1, 2 – гістограми роз-
поділу сталої часу спаду та часу наростання сПСС представлених в б. 3, 4 - гістограми розподілу сталої часу спаду та 
часу наростання сПСС, представлених у в
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а. Порівняльний аналіз амплітуд НМДА-ре-
цепторопосередкованих мПСС (n=4) виявив 
вірогідну появу другого піка в гістограмі 
розподілу амплітуд в гіпоксичних умовах 
(див. рис. 4, А, 1, 2). Тобто за умов низької 
ймовірності вивільнення нейромедіатора 
протягом періоду гіпоксії спостерігалися як 
одно- так і двоквантове вивільнення синап-
тичних везикул. 

Для виявлення локусу гіпоксііндукованих 
змін ми оцінили біноміальні параметри та 
коефіцієнт варіації НМДА-опосередкованих 
вПСС у контролі, при гіпоксії та протягом 
реоксигенації. Контрольні параметри, оціне-
ні для кожної окремої синаптично зв’язаної 
пари, в сукупності не відрізнялися при P=0,05. 
Ми аналізували середні відсоткові зміни па-
раметрів n , p , m  та CV відносно контролю. 
Для НМДА-опосередкованої синаптичної 

передачі ефект ДТП спостерігався разом зі 
збільшенням квантового вмісту ( m ) і від-
повідно достовірним збільшенням (Р=0,05) 
біноміального параметра n  порівнянно з 
контролем на 61,4 та 52,2 % при гіпоксії та 
реоксигенація відповідно. Значущих змін у 
значеннях p  та CV при гіпоксії та реоксиге-
нації щодо контролю не виявлялося. Тобто в 
реалізацію ДТП залучаються пресинаптичні 
механізми, незалежні від ймовірності ви-
вільнення нейромедіатора. Використовуючи 
метод коефіціента варіації було виявлено, що 

всі  точки  на  графіку  від для 

НМДА-опосередкованих вПСС були локалі-
зовані в зоні, яка відображає комплекс змін 
пре- та постсинаптичних параметрів при 
потенціації (див. рис. 1, а). Наразі ДТП може 

Рис.3. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на спонтанні постсинаптичні струми (сПСС). А, Б, В - записи реєстрацій 
НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-опосередкованих сПСС відповідно, в контролі, при гіпоксії та протягом реоксигенації. а, 
б, в – графіки кумулятивної ймовірності інтервалів між спонтанними НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-опосередкованими 
подіями відповідно в контролі при гіпоксії та протягом реоксигенації
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зумовлюватися збільшенням загальної кіль-
кості активних синапсів. Існує серія робіт в 
яких було досліджено структурні модифікації 
синапсів протягом та через певний час після 
гіпоксичного ушкодження [14, 15]. 

Глутаматергічна синаптична передача, 
опосередкована активацією неНМДА-ре-
цепторканальних комплексів (16 пар клітин) 
у відповідь на гіпоксичну дію, реагувала 
короткотривалою депресією (див. рис. 1, 
II). Амплітуди цього вПСС зменшились на 
62,4±6,2% (Р=0,05) від значень контролю 
лише протягом гіпоксії. Дослідження впливу 
дефіциту кисню на неНМДА-опосередковані 
сПСС виявили зворотне зменшення частоти 
їх виникнення (n=5, див. рис. 3, Б, б). Аналіз 
амплітуд та частот реєстраціїв мПСС (n=3) 
не виявив достовірних змін протягом без-
кисневого періоду (див. рис. 4, Б, 3, 4, б). 
Ці експерименти проводили у відповідному 
зовнішньоклітинному розчині з додаванням 
10 мкмоль/л DL-APV. 

Серію експериментів з дослідження 
впливу гіпоксії на неНМДА-опосередко-
вані сПСС проводили у стандартному зов-
нішньоклітинному розчині без додавання 
блокатора НМДА-опосередкованої передачі 
(n=6). Аналіз часу наростання та кінетики 
спаду сПСС у контролі показав наявність 
лише неНМДА-опосередкованих струмів 
(див. рис. 2, б). Однорідність популяції за 
параметрами часового ходу та кінетики спаду 
струмів відображено на рис. 2, 1, 2. Водночас 
при гіпоксії з’являлися одно- та двокванто-
ві НМДА-опосередковані ПСС. Нормовані 
сПСС на рис. 2, в та гістограми розподілу 
кінетичних характеристик чітко розрізняють 
два типи глутаматергічних сПСС (див. рис. 2, 
3, 4). Збільшення частоти реєстрації сПСС у 
період гіпоксії пояснюється появою НМДА-
опосередкованих сПСС. 

Для оцінки внеску можливих пре- та пост-
синаптичних механізмів, що лежать в основі 
гіпоксііндукованої короткотривалої депресії 

Рис. 4. Вплив аплікації гіпоксичного розчину на мініатюрні постсинаптичні струми (мПСС). А, Б, В - записи реєстрацій 
НМДА-, не НМДА- та ГАМКА-опосередкованих мПСС відповідно, в контролі та протягом гіпоксії. 1, 2; 3, 4; 5, 6 – гісто-
грами розподілу амплітуд НМДА-, неНМДА-, ГАМКА-опосередкованих мПСС в контролі та при гіпоксії відповідно. а, 
б, в – графіки кумулятивної ймовірності інтервалів між спонтанними НМДА-, неНМДА- та ГАМКА-опосередкованими 
подіями відповідно в контролі та при гіпоксії
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неНМДА-опосередкованої синаптичної пере-
дачі між ГКС та нейронами SC ми оцінили 
відсоткові зміни біноміальних параметрів 
і коефіцієнта варіації відносно контролю 
та використали метод коефіцієнта варіації. 
Цей ефект збігався зі змінами (Р=0,05) таких 
параметрів: зменшенням CV на 47,3 % протя-
гом гіпоксії та його ж збільшенням на 86,7 % 
протягом реоксигенації; зі зменшенням p  на 
23,9 та 12,6 % при гіпоксії та реоксигенації 
відповідно; та зі зменшенням n  на 54,73 % 
протягом гіпоксії. Але, як зазначалося рані-
ше, гіпоксііндукована депресія була коротко-
часною та зворотною, тобто вірогідних змін 
амплітуд вПСС у період реоксигенації по-
рівнянно з контролем не спостерігалося. На 
графіку методу коефіцієнта варіації точка при 
гіпоксії локалізована в зоні змін пресинап-
тичних параметрів при депресії (див. рис. 1, 
б). Отже, незалежні методи оцінки вказують 
на залучення пресинаптичних механізмів у 
реалізації короткотривалої депресії неНМ-
ДА-опосередкованої синаптичної передачі. 
Більшість досліджень підтверджують при-
пущення, що ефект ослаблення ефективності 
синаптичної передачі при короткотривалій 
гіпоксії є результатом пресинаптичної дис-
функції і асоційовано зі зменшенням ймо-
вірності вивільнення синаптичних везикул 
та кількості активних зон [16, 17]. 

Аплікація гіпоксичного розчину при-
зводила до ефекту довготривалої депресії 
(ДТД) ГАМК-ергічної синаптичної передачі, 
опосередкованої активацією ГАМКА-рецеп-
торканальних комплексів (16 пар; див.рис. 1, 
III). Зменшення амплітуди ГАМКА-опосеред-
кованих вПСС на 47,2±9,3% та на 39,4±5,7% 
(Р=0,05) спостерігалося протягом періоду 
гіпоксії та реоксигенації відповідно. Дія 
гіпоксичного розчину на ГАМКА-опосеред-
ковані сПСС призводила до майже повного 
припинення спонтанної активності (див. рис. 
3, В, в). Аналіз гістограм розподілу амплітуд 
мПСС показав зменшення величини кван-
та протягом дефіциту кисню (10,1±1,3 та 
6,1±1,2 пА в контролі та при гіпоксії відпо-

відно при Р=0,05) (рис. 4, В, 5, 6) та частоти 
реєстрації мПСС (рис. 4, в). Ймовірніше за 
все, зменшення величини кванта опосеред-
коване зниженням чутливості рецепторів 
постсинаптичної мембрани. Оскільки досить 
сумнівно, що за робочих тривалостях періо-
ду гіпоксії при реєстрації мПСС можливі 
такі зміни розміру везикули чи концентрації 
нейротрансмітера в кожній везикулі. До того 
ж числені мікрофотографії свідчать, що в 
терміналі одного аксона ГКС на нейроні SC 
може бути до 8 синаптичних контактів і в 
кожному з яких близько 20 готових до негай-
ного вивільнення везикул та близько сотні 
синаптичних везикул у терміналі [18, 19]. 
Оцінка відсоткових змін параметрів віднос-
но контролю виявила достовірне зменшення 
квантового вмісту і відповідно зменшенням 
(Р=0,05) n  порівнянно з контролем на 51,3 
та 47,2 % при гіпоксії та реоксигенації від-
повідно. Значущих змін параметрів p  та CV  
при гіпоксії та реоксигенації порівнянно з 
контролем виявлено не було. За графіком 
метода коефіціента варіації було виявлено, 
що всі точки для ГАМКА-опосередкованих 
вПСС були локалізовані в зоні, яка відобра-
жає комплекс змін пре- та постсинаптичних 
параметрів при депресії (див. рис. 1, в). Зага-
лом в основі ефекту гіпоксііндукованої ДТД 
ГАМК-ергічної синаптичної передачі лежить 
комплекс змін пресинаптичних механізмів, 
незалежних від ймовірності вивільнення, та 
постсинаптичних – зменшення чутливості 
постсинаптичної мембрани.

Цінність та інформативність отриманих 
результатів має велике практичне значення 
для розуміння проблематики гіпоксичних 
ушкоджень зорової системи на рівні афе-
рентних входів в підкорковий зоровий центр 
та розробки відповідних терапевтичних 
заходів.

Автори статті висловлюють подяку д-ру 
мед. наук проф. В. Я. Березовському за кон-
сультації під час виконання цієї роботи.
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А.В. Думанская, О.В. Рихальский,  
Н.С.Веселовский 

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ НА СИНАПТИЧЕС
КУЮ ПЕРЕДАЧУ МЕЖДУ ГАНГЛИОЗНЫ-
МИ КЛЕТКАМИ СЕТЧАТКИ И НЕЙРОНА-
МИ SUPERIOR COLLICULUS  
В УСЛОВИЯХ КОКУЛЬТУРЫ

Провели серию экспериментов для определения эф-
фектов и механизмов гипоксического воздействия на 
синаптическую передачу между ганглиозными клетками 
сетчатки и нейронами superior colliculus (SC). Аппликация 
гипоксического раствора приводила к долгодлящейся по-
тенциации (ДДП) НМДА-опосредованной синаптической 
передачи. Анализ влияния дефицита кислорода на спон-
танные и миниатюрные постсинаптические токи (сПСТ 
и мПСТ соответственно) выявил увеличение частоты их 
возникновения и появление второго пика в гистограмме 
распределения мПСТ. Оценка квантовых и биномиальных 
параметров отображает комплекс пре- и постсинаптиче-
ских изменений при потенциации, независимых от вероят-
ности выброса нейромедиатора. ДДП может быть вызвана 
увеличением общего числа активных синапсов. Глута-
матэргическая синаптическая передача, опосредованная 
активацией неНМДА-рецепторканальных комплексов, в 
ответ на аппликацию безкислородного раствора реаги-
ровала кратковременной депрессией, которая является 
результатом пресинаптической дисфункции и ассоциру-
ется с уменьшением вероятности выброса синаптических 
везикул и количества активных зон. ГАМК-эргическая 
синаптическая передача, опосредованная активацией 
ГАМКА-рецепторканальных комплексов, реагировала на 
гипоксическое действие долгодлящейся депресией (ДДД). 
Анализ сПСТ и мПСТ показал существенное уменьше-
ние частоты возникновения данных токов и достоверное 
уменьшение величины кванта на протяжении периода де-
фицита кислорода. В целом в основе эффекта гипоксиин
дуцированной ДДД ГАМК-эргической синаптической 
передачи лежит комплекс изменений пресинаптических 
(независимых от вероятности выброса нейромедиатора) 
и постсинаптических (уменьшение чувстсвительности 
рецепторов постсинаптической мембраны) механизмов.
Ключевые слова: ганглиозные клетки сетчатки; нейроны 
superior colliculus; синаптическая передача; долговремен-
ная потенциация и депрессия.

G.V. Dumanska, O. V. Rikhalsky, N. S. Veselovsky

EFFECT OF HYPOXIA ON SYNAPTIC 
TRANSMISSION BETWEEN RETINAL 
GANGLION CELLS AND SUPERIOR 
COLLICULUS NEURONS IN COCULTURE

In this study we conducted a series of experiments to character-
ize the effect and define the mechanisms of hypoxia on synaptic 
transmission between retinal ganglion cells and superior col-

liculus (SC) neurons. Application of hypoxic solution leads to 
a long lasting potentiation (LTP) NMDA-mediated synaptic 
transmission. Analysis of the oxygen deficiency effect on the 
spontaneous and miniature postsynaptic currents (sPSC and 
mPSC respectively) revealed an increase in the frequency of 
their occurrence and the appearance of the second peak in 
the mPSC histogram distribution. The assessment of quan-
tum and binomial parameters reflects the complex pre- and 
postsynaptic changes during the potentiation, independent 
of the release probability. Most likely this LTP can be caused 
by an increase in the total number of active synapses. Glu-
tamatergic synaptic transmission mediated by non-NMDA 
activation receptor-channel complexes, responded to applica-
tion of deoxygenated solution by the brief depression, which 
is the result of presynaptic dysfunction and associates with 
decrease in release probability and number of active zones. 
GABAergic synaptic transmission mediated by activation 
GABAA-receptor-channel complexes, responded to hypoxic 
action by long term depression (LTD). Analysis of sPSC and 
mPSC showed a significant decrease in the frequency of their 
occurrence and significant (P = 0,05) decrease in the quantum 
over a period of oxygen deficiency. In general, the effect of 
hypoxia-induced LTD of GABAergic synaptic transmission is 
based on complex changes of presynaptic (independent on the 
release probability) and postsynaptic (reduction sensitivity of 
receptors in postsynaptic membrane) mechanisms.
Key words: retinal ganglion cells; superior colliculus neurons; 
synaptic transmission; hypoxia; long-term potentiation and 
depression.
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ОГЛЯДИ

Фізіологічні та фармакологічні властивості  
нанорозмірних структур
І.С.Чекман
Національний медичний університет ім. О.О. Богомольця, Київ; e-mail: chekman_ivan@yahoo.co.uk

Узагальнені дані літератури та результати досліджень автора з теоретичних і практичних основ 
нанонауки. Останнім часом у світі велику увагу приділяють вивченню фізичних, хімічних, біологічних, 
лікувальних, фармакологічних, токсикологічних властивостей наноматеріалів для їх ширшого засто-
сування у практичній діяльності людини. Особливо важливим є відкриття нових квантово-хвильових 
властивостей наночастинок. Автор статті висловлює ідею: зі зменшенням розмірів речовин дедалі 
більшу роль відіграють хвильові ефекти наноматеріалів. Переважання хвильових властивостей 
у наноструктурах над корпускулярними зумовлює значну зміну їх фізико-хімічних показників і 
підвищення фізичної, механічної, біологічної, фармакологічної і токсикологічної активності. Ця 
гіпотеза потребує для підтвердження теоретичних та експериментальних досліджень. Потрібне 
об’єднання зусиль учених різних напрямків, що матиме важливе значення для фізіології, медицини 
та фармакології, сприятиме впровадженню в клінічну практику нових ефективних медикаментів. 
Тільки на стику різних наук можна отримати нові фундаментальні відкриття.
Ключові слова: нанонаука; наноматеріали; хвильові властивості; квантова фізика; квантова ме-
ханіка; нанофармакологія.

ВСТУП

Упродовж останніх років у лабораторіях 
багатьох країн світу тривають інтенсивні 
дослідження з проблем нанонауки. Вони 
сконцентровуються за такими напрямками, 
як нанофізика, наноелектроніка, нанотермо-
динаміка, нанохімія, нанобіологія, нанобіо-
технології, наномедицина, нанофармакологія, 
нанотоксикологія тощо. Об’єктами дослід-
жень учених є нанопрепарати, наночастинки, 
наноструктурні матеріали, нанокластери, 
нанокристали, нанотрубки, наносистеми, 
нанокомпозити, нанопористі матеріали, 
нанопорошки, наносуспензії, наноемульсії 
тощо [1–4]. 

Для біологів, фізіологів, медиків, фар-
макологів, токсикологів, провізорів над-
звичайно важливо з’ясувати взаємозв’язок 
фізіологічних, біохімічних, імунологічних, 
генетичних процесів в організмі людини і 

впливу нанорозмірних речовин. Доцільно і 
так поставити питання: чи існують природні 
наномеханізми в діяльності живих клітин 
організму? Під наномеханізмами слід вва-
жати такі процеси, які здійснюються швид-
ко із залученням метаболітів організму без 
негативної діїна його діяльність і довкілля. 
Якщо обмінні процеси в живих клітинах роз-
глядати як синтез у своєрідному природному 
нанореакторі (обмеженому просторі), де на 
біохімічну (ферментні реакції) або хімічну 
(нейтралізація хлористоводневої кислоти в 
шлунку) активність впливають багато фак-
торів ( мембрана клітини, стінка судини чи 
слизова шлунка, різні речовини, що взає-
модіють у реакції тощо, а також значна кіль-
кість реагентів), то встановити первинність 
реагуючих компонентів поки що неможливо. 

Фізіологічно активні речовини (амінокис-
лоти, вітаміни, медіатори, РНК, ДНК, альбу-
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мін), мембрани клітин, стінки капілярів, іонні 
канали мають нанорозміри. Можна ствер-
джувати, що природні наноявища задіяні у 
фізіологічних, біохімічних, імунологічних, 
генетичних процесах організму. Вивчення 
цих унікальних характеристик природних 
наночастинок дасть змогу розробити нові на-
нобіотехнології для використання у техніці, 
біології, медицині, фізіології, лікознавстві, 
сільському господарстві та в інших сферах 
діяльності людини [5–7]. 

Фізіологічно активні речовини –  
нанорозмірні структури 
Біологічні структури організму є нанорозмір-
ними. Зокрема, це рибосоми, білки, антитіла, 
гемоглобін, фібриноген, інсулін, фрукто-
за, амінокислоти, медіатори (ацетилхолін, 
адреналін, норадреналін, гістамін тощо), 
вітаміни, макроергічні сполуки (АТФ, АДФ, 
АМФ), ДНК, РНК. До нанорозмірних струк-
тур належать віруси поліомієліту, ящура, 
лихоманки Ебола, хлорофіл, а також біомем-
брана, товщина якої в середньому становить 
5 нм. Вона містить нанорозмірні структури 
– ліпідні рафти, можливою функцією яких 
є перетворення сигналів зовнішнього сере-
довища у внутрішньоклітинну відповідь, а 
також участь у процесах екзо- та ендоцитозу, 
клітинної адгезії та мембранного транспорту 
[8–10].

Іонні канали – це нанорозмірні структу-
ри, що визначає їхню високу селективність 
(проходять лише певні типи іонів) і продук-
тивність [11]. Біомембрана містить аквапори-
ни – нанорозмірні канали для проходження 
тільки молекул води. Ці пори – високоселек-
тивні, вони забезпечують плин води потоком 
завширшки в одну молекулу, внаслідок чого 
вода набуває унікальних властивостей [12].

У клітинах організму людини існують 
молекулярні наномотори. Це поступальні кі-
незини, міозини та динеїни, які забезпечують 
рух органел і м’язове скорочення, а також 
роторний мотор АТФаза, що відіграє ключову 
роль в енергетичному живленні клітини [13].

У мозку та деяких інших органах існують 
наночастинки заліза (магнетит), значення 
яких у фізіологічних і біохімічних процесах 
в організмі досі ще не з’ясовано. В організ-
мі людини залізо транспортується ферити-
ном – білком, у глобулі якого відбувається 
унікальний процес перетворення розчинних 
солей заліза в нерозчинну форму – біоміне-
ралізація. У результаті утворюються наноча-
стинки феригідриту [14,15]. Кістки та зуби 
людини мають ієрархічну структуру, в якій 
існують, зокрема, нанорозмірні елементи, 
що надає цим тканинам своєрідні біологічні 
та механічні властивості – функціональну 
активність, надзвичайну міцність і твердість 
[16,17].

Взаємозв’язок розмірів наночастинок з їх 
фізіологічною та фармакологічною актив-
ністю
Важливу роль у характері взаємодії нано-
структур з біомембраною відіграє розмір 
наночастинок (НЧ). Roiter та співав. [18] до-
сліджували дію на ліпідний бішар полярних 
НЧ кремнію різних розмірів. Згідно з отри-
маними результатами, частинки розміром 
менше 1,2 нм не впливали на структуру мем-
брани, а діаметром 1,2–22 нм – утворювали 
пори у бішарі. Дослідники пояснювали цей 
факт тим, що наявність гідрофільних НЧ у 
біомембрані є термодинамічно невигідною. 
Щоб ізолювати гідрофобний компонент від 
полярної частинки, бішар вимушений утво-
рювати пори. Також з’ясувалося, що вплив 
НЧ на мембрану залежить від кривизни по-
верхні нанооб’єктів. Існує критичний розмір 
частинок, (22 нм для мембрани завтовшки 
5 нм), у разі перевищення якого співвідно-
шення енергії адгезії та пружної деформації 
ліпідного бішару зумовлює «обгортання» НЧ 
мембраною.

Біологічна активність наноструктур за
лежить від їхніх розмірів, що підтверджено 
у багатьох дослідженнях. Так, Azam та 
співав. [19] вивчали протимікробну актив-
ність НЧ оксиду (ІІ) міді, отриманих золь-
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гель-методом, і залежність останньої від 
розміру наноструктур. Антибактеріальну 
дію визначали методом серійних розведень 
у бульйоні. Засівна доза мікроорганізмів 
становила 106 КУО/мл. Результати показали, 
що зі зменшенням розмірів НЧ підвищувала
ся їхня протимікробна активність: це засвід
чило зниження мінімальної бактерицидної 
концентрації. Із зменшенням розміру НЧ 
міді з 27 до 20 нм мінімальна інгібувальна 
та бактерицидна концентрації знижуються 
стосовно Staphylococcus aureus з 75 / 100 
до 25 / 32 мкг/мл, що свідчить про значне 
підвищення протимікробної активності 
цього металу. Така сама спрямованість 
антибактеріальної дії зазначених розмірів 
НЧ CuO характерна і для Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa та Bacillus subtilis.

Розмір НЧ впливає на їхню фармако
кінетику. Дослідники Hirn та співавт. [20] ви-
вчали особливості розподілу частинок золота 
різного діаметра після внутрішньовенного 
введення щурам лінії Вістар. Розміри НЧ 
становили 1,4, 5, 18, 80 і 200 нм. Більшість 
нанозолота накопичувалася у печінці –  
50 % частинок розміром 1,4 нм і > 90 % – для 
частинок інших розмірів. Отже, зі збільшенням 
розміру підвищувався ступінь депонування 
нанозолота у печінці. Половина введеної 
дози НЧ розміром 1,4 нм накопичувалася 
в інших тканинах або підлягала швидкій 
екскреції. Порівняння НЧ діаметром 1,4 і 
5 нм підтвердило, що накопичення в крові 
було більш виражене для менших частинок. 
Більшість НЧ розміром 18 нм у крові пов’язана 
з еритроцитами, тоді як нанозолото діаметром 
5, 80 та 200 нм наявне як у сироватці, так і на 
поверхні червоних кров’яних тілець. Для НЧ 
розміром 1,4 нм співвідношення сироватка/
еритроцити становило 3/1. Для всіх органів і 
тканин, крім печінки, для НЧ золота розміром 
18, 80 та 200 нм не спостерігалося значних 
відмінностей щодо ступеня розподілу. У 
менших структурах (1,4 і 5 нм) виявили 
тенденцію до посилення депонування части
нок зі зменшенням розміру. Печінковий 

кліренс був найбільшим для НЧ розміром 1,4 
нм, значно відрізнявся від цього показника 
для всіх інших частинок. Для нанозолота 
діаметром 5 нм і більше зафіксована оберне
но пропорційна залежність між розміром і 
печінковим кліренсом.

Відомо, що розмір НЧ впливає на їхній 
токсикологічний потенціал. Ivask та співавт. 
[21] досліджували дію НЧ срібла розміром 10, 
20, 40, 60 і 80 нм на різні мікроорганізми та 
культури клітин in vitro: бактерій, дріжджів, 
водоростей, ракоподібних і ссавців. Зага-
лом токсичність наносрібла підвищувалася 
зі зменшенням розміру НЧ. Так, різниця у 
значеннях ЕС50 для НЧ розміром 10 нм та 80 
нм щодо Daphnia magna була 20-разовою. 
Аналіз показав, що токсичність наносрібла 
діаметром 20–80 нм можна пояснити вивіль
ненням іонів срібла у середовище, тоді як 
НЧ 10 нм виявилися токсичнішими, ніж 
прогнозувалося. Наносрібло розміром 10 нм 
проявляло більшу біодоступність для E. coli, 
ніж відповідна доза AgNO3. Це може пояс-
нюватися кращим контактом НЧ саме цього 
розміру з бактеріальною клітиною порівняно 
з більшими частинками. Отже, існує меха
нізм токсичного впливу, що зумовлюється 
не вивільненням іонів, а саме унікальними 
властивостями НЧ. Для наносрібла, яке 
застосовувалося в цьому досліді, поява 
унікальних властивостей спостерігалася при 
розмірах < 20 нм, а не < 100 нм, як раніше 
вважалося для наноматеріалів. Дослідники 
з’ясували, що механізм токсичної дії не 
пов’язаний із продукцією активних форм 
кисню. Нині точно не встановлено механізм 
набуття НЧ зазначеної біодоступності. 
Або вони прямо проникають усередину 
клітин, або розчиняються екстрацелюлярно 
безпосередньо близько до поверхні клітини 
перед надходженням до неї.

Корпускулярно-хвильові властивості на-
норозмірних структур
Французький фізик Луї де Бройль ще в 1924 р. 
дійшов висновку, що крім корпускулярних 
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властивостей речовини (заряд, маса), для 
неї характерні ще й хвильові властивості, 
тобто за певних умов речовина поводиться 
як хвиля. Його ідея полягала в тому, що 
співвідношення корпускулярних і хвиль-
ових властивостей має універсальний ха-
рактер, притаманний будь-яким речовинам 
[22, 23]. Відкриття Луї де Бройля зумовило 
інтенсивний розвиток квантової механіки 
– фундаментальної фізичної теорії, яка ха-
рактеризує та описує закономірності руху 
мікрочастинок, НЧ, елементарних частинок, 
ядер атомів, молекул і систем, що з них 
складаються, розширює, поєднує й уточнює 
закони класичної механіки та класичної 
електродинаміки. 

Стівен Хокінг [24] стверджує, що «на 
квантовій механіці базуються сучасна хімія 
і біологія». Тому слід об’єднати зусилля уче-
них різних спеціальностей для проведення 
ґрунтовних досліджень щодо визначення 
взаємозв’язку законів квантової механіки з 
біологічними, фізіологічними та біохіміч-
ними процесами у живих системах, а також 
дією лікарських засобів. 

Наноматеріали органічного та неорганіч-
ного походження є об’єктом постійно зро-
стаючого інтересу дослідників технічного, 
фізичного, хімічного, біологічного, медич-
ного напрямів діяльності. Зі зменшенням 
їхніх розмірів до нанорівня такі структури 
набувають нових, незвичайних ознак, що 
можуть зумовлюватися їх різними власти-
востями, зокрема й корпускулярно-хвильо-
вими. Переходом до нанорозмірів, композит 
CdSe може змінювати колір від червоного 
до фіолетового, що пов’язано зі зміною від-
стані між енергетичними рівнями речовини. 
Золото набуває не тільки нових оптичних 
характеристик, а й демонструє каталітичні 
функції, якщо частинки менші за 3 нм [25]. 

Квантово-розмірні ефекти в нанома
теріалах визначаються поведінкою електро
нів, відбиттям електронних хвиль від меж 
поділу таких ділянок, а також їх інтерферен-
цією або проходженням крізь потенціальні 

бар’єри, квантуванням енергії електронів, 
просторово обмежених у своїх переміщен
нях, проходженням електронів крізь наноме-
трові діелектричні прошарки, квантуванням 
електроопору квантових ниток (проводів). У 
більшості полікристалічних матеріалів зро-
стає твердість межі пружності з одночасним 
зменшенням середнього розміру кристала 
(закон Холла – Петча), зі зміною міжатомних 
відстаней, перебудовою кристалічної гратки, 
здійсненням хімічних реакцій, яких немає у 
об’ємних станах тощо [26, 27]. 

У нанорозмірних матеріалах виразніше 
проявляються: квантове, просторове обме
ження, тунелювання, балістичний транспорт 
і квантова інтерференція, електронні, маг-
нітні явища, хвильові функції, оптичні, 
електричні, магнітні властивості, зниження 
температури з одночасним збільшенням 
поверхневої енергії. У частинках розміром 
менше 10 нм електрони виявляють квантові 
об’єкти, а ефекти, які спостерігають у таких 
матеріалах, називають квантово-розмірними 
[28, 29]. 

Квантове обмеження виникає тоді, коли 
рух електронів хоча б в одному напрямку 
обмежується потенціальними бар’єрами, 
зумовленими наноструктурою. Воно впливає 
на спектр дозволених станів електронів і 
визначає їхній рух у наноматеріалах, який 
може змінюватися як у перпендикулярному, 
так і в паралельному напрямках до бар’єрів. 
Перенесення заряду перпендикулярно до 
бар’єрів можливе переважно завдяки ефекту 
тунелювання, який забезпечує перехід но
сіїв заряду з однієї ділянки наноелектро-
нного приладу до іншої. Під час руху но-
сіїв заряду вздовж потенціальних бар’єрів 
уможливлюються квантова інтерференція і 
балістичний транспорт електронів. Напрями 
квантової механіки за останні 50–60 років 
значно розширилися, з’явилися такі її відга-
луження, як квантова фізика, квантова елек-
троніка, квантова хімія, квантова теорія поля, 
квантова електродинаміка, квантова біохімія, 
квантова фармакологія [21, 22, 30, 31]. 

Фізіологічні та фармакологічні властивості нанорозмірних структур
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Нині вже встановлено характеристики 
НЧ, які можуть підтвердити значну роль 
хвильових ознак наноматеріалів у підви-
щенні їхніх механічних, термодинамічних, 
електронних, магнітних, каталітичних вла-
стивостей, а також біологічної, фармаколо-
гічної, токсикологічної активності. Як при-
клад можна навести вивчення якості спіну 
– хвильової характеристики наноматеріалів. 

Спін (від англ. spin – веретено, обертання) 
– момент імпульсу елементарних частинок, 
що має квантову природу і не пов’язаний 
із переміщенням частинки як цілого. Це – 
фундаментальна характеристика частинки 
(наприклад, атомного ядра або елементарної 
частинки), яка в певному сенсі аналогічна 
«власному моменту імпульсу частинки». 
Спін є квантовою властивістю частинок і не 
має аналогів у класичній фізиці. Це кутовий 
і магнітний момент електрона, суто квантова 
його характеристика така ж невід’ємна, як і 
маса та заряд [32–34]. 

Фізіологічні та біохімічні процеси у 
живих системах, а також первинна фармако-
логічна реакція реалізуються за допомогою 
перенесення електронів і протонів з однієї 
молекули на іншу. Лікувальний ефект ме-
дикаменту – це фізико-хімічний і квантово-
хімічний процеси, що відбуваються завдяки 
взаємодії лікарського засобу з тканинами 
організму: рецепторами, ферментами (цитох-
ромоксидаза, холінестераза), білками, ліпіда-
ми, вуглеводами, АТФ, коферментами. При 
цьому утворюється лабільний чи стабільний 
комплекс. Під впливом лікарського засобу 
змінюється конформаційний стан біомоле-
кул організму, що відновлює їх порушене 
хворобою функціонування. Про роль при-
родних наноструктур в утворенні комплексу 
«гість – господар» поки що мало відомо. 
Подальші дослідження мають зосереджува-
тися на теоретичному аналізі такої взаємодії 
за допомогою методів квантових: фізики, 
хімії, механіки, електродинаміки, біохімії, а 
також молекулярної механіки, молекулярної 
динаміки та квантової фармакології. Отже, 

постає питання: як виявлені цими науками 
властивості різних матеріалів, речовин, 
хімічних сполук, лікарських засобів впли-
вають на організм, проявляючи лікувальну 
чи токсичну дію? Особливо це стосується 
нанопрепаратів. Нанокристалічна структу-
ра нових матеріалів з біоміметичною мор-
фологією, яка відповідає фізико-хімічним, 
механічним, біологічним характеристикам 
живої тканини, може полегшити роботу ліка-
рям-травматологам унаслідок покращення 
регенерації кісток [35, 36]. 

Біоматеріали відіграють ключову роль у 
пошуку тканин відновлення. Для застосуван-
ня в тканинній інженерії сьогодні синтезу-
ють нанобіоматеріали. Штучні біоміметичні 
матеріали мають якісно відтворювати про-
цеси набору клітин, адгезії, проліферації, 
диференціювання та неогенезису тканин. 
Багатогранність способів формування нано-
матеріалів із перспективними властивостями 
дає змогу уникати негативних економічних 
питань, нівелювати токсичність, поліпшувати 
стан навколишнього середовища. Синтетич-
ні біоміметичні наноматеріали, розроблені 
на основі властивостей природних молекул 
органічного та неорганічного походження, 
інтенсивно досліджуються в багатьох країнах 
світу. Поліпшення інтеграції біоміметичних 
наноматеріалів в організмі людини є під-
ставою для подальших наукових розробок у 
галузі біології, хімії, медицини для їх впро-
вадження в наномедицину та нанофармако-
логію [17].

Властивості наноструктур
Нанорозмірні структури органічного та не-
органічного походження – це матеріали, що 
об’єднують великий клас численних речовин, 
один із розмірів яких не більше 100 нм. Для 
них характерні такі загальні властивості.

Атоми на поверхні мають менше сусідніх 
атомів, ніж в об’ємі. Через мале координа-
ційне число та наявність вільних зв’язків по-
верхневі атоми менш стабілізовані, ніж атоми 
в об’ємі. Чим менша частинка, тим більшою 
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є частка поверхневих атомів та вищою – се-
редній енергії зв’язування. Співвідношення 
кількості поверхневих атомів до атомів в 
об’ємі обернено пропорційно залежить від 
розміру частинки, такій самій залежності під-
порядковуються різні властивості матеріалів. 
Квантово-розмірний ефект спостерігається за 
умов малого розміру частинки, що порівнян-
ний із довжиною хвилі електрона. У цьому 
сенсі під «обмеженням» слід розуміти об-
меження вільного руху електрона у певних 
енергетичних рівнях. З наближенням розмір-
ності структури до довжини хвилі електрона 
з’являється квантово-розмірний ефект, що 
призводить до зміни електромагнітних та 
оптичних властивостей [37, 38].

Важливою властивістю наноматеріалів є 
залежність поверхневої енергії та поверхневої 
морфології від розміру частинок – зі змен-
шенням розміру реакційна здатність поверх-
невих атомів зростає. На хімічні властивості 
наноматеріалів істотно впливає велика площа 
поверхні частинок. Так, у НЧ заліза розміром 
3 нм 50% атомів містяться на поверхні, роз-
міром 10 нм – 20%, розміром 30 нм – лише 
5% [39]. Велика питома площа поверхні, 
значно прискорює взаємодію наноматеріалів 
і середовища, а також мембрани клітини [40].

Речовина в наноматеріалі знаходиться 
в особливому, “нанорозмірному” стані, в 
якому виражено проявляються квантово-ме-
ханічні ефекти за домінуючої ролі поверхні 
поділу. Таким чином, основними причинами 
відмінностей у властивостях наноматеріалів 
і масивних об’єктів аналогічного хімічного 
складу є існування певних поверхневих і 
квантово-розмірних ознак [41].

Нанорозміри таких матеріалів дають 
змогу легко проникати через мембрану все-
редину клітини, спричинюючи зміни в її 
функціонуванні та морфологічній структурі. 
Значна мініатюризація зумовлює можливість 
розміщення великої кількості не тільки функ-
ціональних груп, а й пристроїв. Це важливо 
для сфер медицини, наноелектроніки, нано-
композитних покриттів [42].

У наноматеріалах немає структурних де-
фектів, що надзвичайно важливо для розроб-
ки нових імплантатів, покриттів суглобів. 
Значна поверхня наноструктур уможливлює 
фіксування на них лікарських засобів та 
інших фізіологічно активних речовин, ство-
рюючи своєрідні композити. Такі нанокомпо-
зити можуть накопичуватися у патологічному 
процесі, істотно підвищуючи дозу та ліку-
вальну ефективність препарату [43].

Зі зменшенням розмірів наноструктур 
змінюються механічні, фізичні, хімічні, 
біологічні, фізіологічні та фармакологічні 
властивості. Доцільно зіставити фізичні 
властивості (кристалічну модифікацію, 
температуру плавлення, поверхневий натяг, 
теплопровідність, магнітні, оптичні та інші 
характеристики) наноматеріалів з медико-
біологічними (вплив на органи та функціо-
нальні системи організму, життєдіяльність 
мікроорганізмів, токсичність). Слід зазна-
чити, що багато фізичних, хімічних, фізи-
ко-хімічних, біологічних властивостей не 
зберігаються за умов переходу від об’ємного 
стану до наноматеріалу. Але пояснити ці 
зміни в нанорозмірних структурах збільшен-
ням тільки питомої поверхні атомів, а також 
значним зростанням у таких наноматеріалах 
числа поверхневих атомів без урахування їх 
квантоворозмірних ефектів і корпускулярно-
хвильових властивостей неможливо.

Нанорозмірним структурам притаманна 
самоорганізація – спільна взаємодія атомів з 
утворенням впорядкованої системи. Принцип 
самоорганізації полягає в тому, що молекули 
намагаються зайняти найнижчий із доступних 
для цих структур рівень енергії, поєднуючись 
з іншими молекулами. Сили, які задіяні в са-
моорганізації, слабкіші за ті, що утримують 
молекули разом у матеріалі. Вони відповіда-
ють слабшим силам кулонівської взаємодії і 
доволі часто спостерігаються у природі. Са-
моорганізація є одним із важливих принципів 
функціонування живих організмів.

Упродовж останніх п’ятнадцяти років 
на кафедрі фармакології Національного ме-
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дичного університету ім. О.О. Богомольця 
(Київ, Україна) досліджують фармакологічні 
і токсикологічні властивості нанодисперс-
ного кремнезему, наносрібла, наноміді, 
нанозаліза, нановуглецю, а також їхніх 
композитів [44, 45]. Отримані результати 
дають автору статті підстави висловити 
нову ідею: з позицій квантової механіки та 
квантової фізики підвищення фізіологічної, 
біохімічної та фармакологічної активності 
нанорозмірних структур зумовлене перева-
жанням у них хвильових властивостей над 
корпускулярними [46]. Не виключено, що 
для нанорозмірних речовин характерні інші 
особливості, які наукою ще не відкриті. 

Практичні аспекти нанонауки 
На основі досліджень з нанонауки і в Україні,  
і в світі вже розроблені лікарські засоби, 
наприклад мазь із наносріблом, капсули, 
які містять НЧ заліза, ліпосоми, фулерени і 
дендримери для діагностики захворювань і 
цільової доставки лікарських засобів. Слід 
підкреслити, що українським ученим акаде-
міком О.О. Чуйком уперше в світі розроблено 
синтез, вивчено фармакологічні властивості 
та впроваджено в медичну практику нанопре-
парат – силікс нанодисперсного кремнезему 
[47]. Важливим здобутком є використання 
методик генної інженерії, регенеративної 
медицини та наномедицини, побудованих 
на досягненнях нанобіотехнологій, причому 
чинником максимального успіху може стати 
їх поєднання з діагностикою захворювань 
за допомогою квантових міток, фулеренів, 
нанотрубок, дендримерів, нанобіосенсорів. 
Дослідження з біонанотехнологій прово-
дяться для поєднання біологічних молекул 
зі створеними людиною природними та син-
тетичними наноструктурами.

У 2008 р. організовано спільну лабора-
торію “Електронно-променеві нанотехнології 
неорганічних матеріалів для медицини” Ін-
ституту електрозварювання ім. Є.О. Патона 
(керівник – академік НАН України Б.О. Мов
чан) і кафедри фармакології (керівник – член-

кореспондент НАН України І.С. Чекман) 
Національного медичного університету 
ім. О.О. Богомольця. Науковці лабораторії 
разом із викладачами кафедри фармакології 
медичних вишів, співробітниками установ 
НАН України та НАМН України розробили 
технологію отримання НЧ срібла, міді, їхніх 
композитів із нанодисперсним кремнеземом 
або полівінілпіролідоном, а також нанозаліза 
як субстанції для ліків. Встановлено, що 
субстанції НЧ цих металів виявляють більш 
виражену протимікробну чи протианемічну 
дію. Розроблено технологію одержання 
лікарських форм: мазь, гель, емульсія, 
капсули наночастинок срібла, міді, їхніх 
композитів, а також заліза. Отримані препа-
рати в майбутньому можна застосовувати для 
лікування ран, виразок, анемій, інфекційних 
і вірусних захворювань.

Висновки
Амінокислоти, вітаміни, медіатори, РНК, 
ДНК, альбумін та інші фізіологічно актив-
ні речовини живих організмів, мембрани 
клітин, стінка капілярів, іонні канали ор-
ганізму мають нанорозмірні параметри. 
Зі зменшенням розміру об’єкта дедалі 
більшу роль відіграють квантово-хвиль-
ові ефекти наноматеріалів. Переважання 
хвильових властивостей у наноматеріалах 
над корпускулярними зумовлює значну 
зміну їхніх фізико-хімічних характеристик 
і підвищення біологічної, біохімічної та 
фармакологічної активності. Не всі зазна-
чені в статті положення експериментально 
підтверджені, деякі потребують додаткових 
досліджень фахівців різних спеціальностей. 
Міждисциплінарні розробки у подальшому 
сприятимуть встановленню нових власти-
востей наноматеріалів. Не менш важливим з 
погляду перспективи є той факт, що перехід 
від традиційних макро- та мікротехноло-
гій до нанотехнологій не тільки допоможе 
з’ясувати механізми багатьох фізіологічних 
і молекулярних процесів, а й розробити на-
нопродукти, наносистеми та нанопрепарати. 

І.С.Чекман
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Це забезпечить значну економію сировини, 
енергії, фінансів, відкриє шлях до ефективні-
шого розв’язання соціальних, матеріальних, 
екологічних і медичних проблем людства. 

Виловлюю щиру подяку академіку НАН 
України А.Г. Наумовцю, член-кор. НАН Укра-
їни М.П. Кулішу, член-кор. НАН України А.В. 
Рагулі, професорам В.М. Гунько, В.В. Лобано-
ву, Н.В. Стучинській, Я.В. Цехмістеру, канди-
датам наук О.П. Дмитренко та О.О. Казаковій, 
аспіранту П.В. Сімонову за допомогу й цінні 
рекомендації при підготовці статті до друку.

И.С. Чекман 

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ И ФАРМАКОЛОГИ-
ЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НАНОРОЗМЕРНЫХ 
СТРУКТУР

 Обобщены данные литературы и результаты исследова-
ний автора по теоретическим и практическим основам 
нанонауки. В последние годы ученые активно изучают 
физические, химические, биологические, физиологиче-
ские, фармакологические, токсикологические свойства 
наноматериалов с целью более широкого применения их 
в медицинской практике. Особенно важными являются 
открытия новых квантово-волновых свойств наночастиц. 
Автор статьи обосновывает идею: по мере уменьшения 
размера наноструктур всё большую роль играют волновые 
свойства наноматериалов. Превалирование квантово-вол-
новых свойств в наноструктурах над корпускулярными об-
уславливает значительные изменения их физико-химиче-
ских параметров, повышение физической, механической, 
биологической, физиологической, фармакологической, 
токсикологической активности. Сформулированная в 
статье гипотеза требует подтверждения теоретическими и 
экспериментальными исследованиями, объединения усилий 
ученых различных научных направлений. Подтверждение 
конкретными результатами выдвинутой идеи будет иметь 
важное значение для физиологии, медицины, фармако-
логии, способствуя внедрению в клиническую практику 
новых эффективных медикаментов. Только на стыке наук 
можно совершать новые фундаментальные открытия. 
Ключевые слова: нанонаука; наноматериалы; волновые 
свойства; квантовая фізика; квантовая механика; нано-
фармакология.

I.S. Chekman

PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGICAL 
PROPERTIES OF NANOMATERIALS

Literature data and results of our department studies 
on theoretical and practical basics of nanoscience were 

summarized in the article. Much attention is paid to research 
in the field of physical, chemical, biological, medical, 
physiological, pharmacological, and toxicological properties of 
nanomaterials with the aim of their wider implementation into 
practice lately. The discovery of new quantum/wave properties 
of nanoparticles is of particular importance. The author of the 
article advances an idea: wave properties of nanomaterials play 
greater role with a decrease in particle size. The preponderance 
of wave properties compared with corpuscular ones in 
nanostructures determines a great change in their physical-
chemical properties and an increase in physical, mechanical, 
biological, physiological, pharmacological, and toxicological 
activity. The idea advanced in the article hasn’t been verified 
by theoretical or experimental studies for now. Joined 
efforts of scientists of different scientific fields are needed. 
A confirmation of hypothesis by specific findings will be of 
great importance for physiology, medicine, pharmacology and 
promote an implementation of new efficacious preparations 
into clinical practice. New fundamental discoveries could be 
made only by multidisciplinary approach.
Key words: nanoscience; nanomaterials; wave properties; 
quantum physics; quantum mechanics; nanopharmacology.

Bogomolets National Medical University, Kyiv
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Рецензія на монографію П.І. Янчука  
«Нейрогуморальна регуляція кровообігу і тканинного 
дихання печінки» (Київ: «Вік принт», 2014. – 304 с.) 

Одне із найбільш важливих і невирішених 
у проблемі нейро-гуморального контролю 
гомеостазу організму – це питання участі 
різних відділів ЦНС, головним серед яких 
у координації вісцеральних функцій є гіпо-
таламус, та ендокринної системи, що тісно 
з ним пов’язана, у регуляції кровообігу та 
кисневого балансу печінки. Остання – це 
життєво важливий орган з високою мета-
болічною активнісю у зв’язку з виконанням  
таких функцій, як жовчосекреторна, обміну 
речовин, синтетична, депонувальна, дезін
токсикаційна, терморегуляції тощо, для ре-
алізації яких необхідне адекватне постачання 
з кров’ю кисню та пластичного матеріалу до 
її функціональних елементів. Такі особли-
вості печінки, як подвійне кровопостачання 
та високий рівень метаболізму зумовлюють 
дещо відмінні від інших регіонів механізми 
регуляції її гемодинаміки і кисневого гомео
стазу.

У монографії П.І. Янчука проаналізовано 
світові наукові досягнення та багаторічні 
експериментальні дослідження, проведені 
власне автором. У першму розділі подана ха-
рактеристика судинного русла та тканинного 
дихання печінки, детально розглядається 
будова внутрішньопечінкової кровоносної 
системи, особливості печінкової гемодина-
міки, саморегуляція кровотоку в залозі, а 
також зв’язок тканинного дихання в ній з 
процесами, що супроводжуються споживан-
ням О2 гепатоцитами.

Окремий розділ монографії присвячений 
експериментальним методам дослідження 
впливу нейрогуморальних факторів на кро-
вообіг і тканинне дихання печінки. Автором 
описуються умови проведення гострих та 

хронічних дослідів на тваринах, стереотак-
сичне введення електродів і подразнення 
досліджуваних структур головного мозку, 
параметри їх електричного подразнення, 
електростимуляція периферичних нервів, 
реєстрація показників кровообігу печінки і 
черевних органів, вимірювання напружен-
ня кисню в залозі та визначення швидкості 
споживання нею О2, хірургічне виключення 
іннервації печінки та функціонування залоз 
внутрішньої секреції. Представлені різні 
варіанти відпрацювання експериментальних 
моделей портальної гіпертензії у дослід-
них тварин. Слід відзначити, що частина 
описаних методів досліджень розроблена 
власне П.І. Янчуком і захищена авторськи-
ми свідоцтвами на винахід та патентми або 
опублікована у фахових виданнях. На мій 
погляд, детальний опис цих методів може 
бути корисним науковцям-фізіологам.

У наступному розділі «Участь різних 
рівнів центральної нервової системи у ре-
гуляції кровообігу та тканинного дихання 
печінки» автор спочатку аналізує відомості 
світової наукової літератури щодо нервово-
го контролю діяльності серцево-судинної 
системи. Зокрема висвітлені питання ролі  
гіпоталамуса, довгастого мозку, симпатич-
ного і парасимпатичноого відділів автоном-
ної нервової системи у цьому процесі. Далі 
представлений великий експериментальний 
матеріал, отриманий автором. Подають-
ся нові цікаві з наукової точки зору дані 
щодо участі різних рівнів ЦНС у регуляції  
кровообігу і тканинного дихання  печінки. 
Встановлено, що структури гіпоталамуса 
диференційовано впливають на постачання 
кров’ю кисню до печінки та на споживання 
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нею О2: електростимуляція медіальних ядер 
середнього і заднього гіпоталамуса активує 
дихання гепатоцитів поряд із зменшенням 
постачання кисню до печінки та зниженням у 
ній рО2; симпатогальмівної зони – пригнічує 
окиснювальний метаболізм у гепатоцитах, 
зменшуючи одночасно надходження О2 до 
органа та майже не змінюючи в ньому рО2; 
супраоптичного і латерального гіпоталаміч-
ного ядер – не впливає на дихання печінки, 
але зміщує рівень рО2 в ній внаслідок змін 
кровопостачання. 

Ядра довгастого мозку поряд із диферен-
ційованим впливом на системний  артеріаль-
ний тиск значно менше порівняно з гіпота-
ламусом  діють на кровопостачання печінки 
та споживання нею кисню. При подразненні 
ядра солітарного тракту і латерального рети-
кулярного ядра дихання гепатоцитів зростає, 
вентрального ретикулярного ядра – пригні-
чується, а гігантоклітинного ретикулярного 
ядра - не змінюється. Напруження кисню в 
печінці при цьому вірогідно не змінюється. 
На підставі отриманих результатів П.І. Янчук 
робить висновок, що гіпоталамус зумовлює 
специфічний і диференційований вплив на 
кровопостачання і дихання печінки у тісно-
му зв’язку з регуляцією  діяльності органів 
травлення та інших систем організму під час 
реалізації здійснюваних ним гомеостатичних 
реакцій. Довгастий мозок діє на кровообіг і 
дихання печінки настільки наскільки це не-
обхідно для реалізації реакцій по стабілізації 
системної гемодинаміки і кисневого гомео-
стазу організму. 

Подразнення симпатичних нервів печін-
ки зумовлює зменшення споживання нею 
кисню і лише в третині випадків – його 
зростання; напрямок реакцій рО2 в залозі 
протилежний до змін споживання О2. По-
стачання О2 до печінки при цьому тільки 
зменшується внаслідок звуження її судин. 
Подразнення парасимпатичних нервів пе-
чінки не впливає на тонус її судин, проте 
агоніст холінорецепторів ацетилхолін звужує 
внутрішньопечінкові ворітні судини поряд із 

розширенням артеріальних судин організму. 
Різниця в метаболічних ефектах центральної 
та периферичної стимуляції симпатичної 
нервової системи, на думку автора моно-
графії, пов’язана з активацією всіх волокон 
симпатичного нерва у останньому випадку, 
які мають різні функції. При цьому виникає 
складна реакція-артефакт, що не відповідає 
жодному фізіологічному станові печінки. 
Показано, що в судинах печінки щільність 
і активність a-адренорецепторів переважає 
над такими b-адренорецепторів, тоді як у ге-
патоцитах навпаки – щільність та активність 
b-адренорецепторів істотно перевищує такі 
a-адренорецепторів.

У розділі «Зміни кровообігу і дихання 
печінки під впливом гуморальних факторів» 
автор детально розглядає участь гормонів 
гіпофіза, катехоламінів, ацетилхоліну, адено-
зину,  гормонів шлунково-кишкового тракту 
(ШКТ) та ренін-ангіотензин-альдостеронової 
системи у регуляції гемодинаміки і кисневого 
гомеостазу. На підставі отриманих резуль-
татів П.І. Янчук робить висновок про те, 
що гормони гіпофіза чинять специфічний і 
диференційований вплив на функціонування 
досліджуваного органа. Тривала дія гормонів 
гіпофіза кортикотропіну і тиреотропіну приз-
водить до розширення судин брижі і печінки 
та збільшення її кровотоку. Активність дихан-
ня залози при цьому змінюється залежно від 
його вихідного рівня. Здійснюються ці зміни 
із залученням посередників та за допомогою 
каскадної взаємодії гормонів. На думку ав-
тора, запуск гіпоталамусом таких тривалих 
гуморальних впливів на функціонування 
печінки є фізіологічно доцільним, тому що 
він спрямований на оптимальне забезпечен-
ня органа киснем і поживними речовинами 
під час генералізованих реакцій організму, 
пов’язаних із тривалим зростанням обмін-
них процесів в органі. Наприклад, під час 
активації гіпоталамусом процесів травлення, 
харчової поведінки тощо.

У роботі представлені зміни кровообігу 
та кисневого балансу печінки впродовж три-
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валої  дії пептидних гормонів ШКТ. Автором 
припускається участь саморегуляторних і 
рефлекторних механізмів у реакціях печінко-
вої гемодинаміки на введення цих гормонів. 
Показана можливість різних шляхів корекції 
постачання  функціональних елементів за-
лози киснем при зміні його споживання під 
впливом пептидів ШКТ. 

Автор монографії вказує на те, що цент-
ральні нервові структури і насамперед гіпо-
таламус, активуючи ренін-ангіотензинову 
систему, також впливають на діяльність різ-
них органів і систем, у тому числі й печінки. 
Головна діюча складова ренін-ангіотензино-
вої системи ангіотензин-ІІ поруч із звужен-
ням судин брижі, артеріальних та ворітних 
судин залози, що призводить до зменшення 
постачання її киснем,  одночасно пригнічує 
тканинне дихання в органі. Така дія гормону 
є щадною відносно гепатоцитів.

Істотні зміни окиснювального мета-
болізму в печінці викликають катехоламіни. 
Адреналін підвищує споживання нею кисню 
на тлі короткочасного і різкого зменшення по-
стачання до неї артеріальної і ворітної крові, 
яке змінюється на більш тривале зростання 
об’ємної швидкості артеріального кровотоку; 
напруження кисню в органі при цьому змен-
шується. Норадреналін пригнічує тканинне 
дихання в печінці, яке відбувається на фоні 
аналогічних змін її кровопостачання і рівня 
рО2 в ній. П.І. Янчук робить надзвичайно 
цікаве заключення, що катехоламіни при дії 
на організм стресорних факторів в умовах ве-
ликого фізичного і розумового навантаження 
активно виділяються наднирковими залозами 
та симпатичною нервовою системою. Дія 
адреналіну на судини печінки і на гепатоци-
ти аналогічна впливам медіальних структур 
середнього та заднього гіпоталамуса, в яких 
розташований центр «захисних реакцій». При 
цьому звужуються судини брижі і печінки, 
в результаті чого зменшується печінковий 
кровотік, а депонована в органі кров активно 
надходить до кровоносного русла організму. 
Такі зміни кровотоку в печінці та інших ор-

ганах ШКТ спрямовані на перерозподіл його 
на користь скелетних м’язів, серця, мозку, 
активність яких під час стресових реакцій 
зростає. Поряд з цим активується окисню-
вальний метаболізм в печінці, що пов’язано 
із посиленням за цих умов процесів глікоге-
нолізу-глюконеогенезу в органі і спрямовано 
на підтримання гомеостазу організму.

Завдяки проведеному порівняльному 
аналізу, автор дійшов висновку, що найбіль-
ший вплив із вивчених нейрогуморальних 
чинників на печінкову гемодинаміку мають 
медіальні структури середнього і заднього 
гіпоталамуса, катехоламіни, ангіотензин-ІІ 
і вазопресин, дія яких спрямована на  пере-
розподіл кровотоку за екстремальних умов на 
користь органів, що беруть активну участь у 
емоційно-поведінкових реакціях. Найістот-
ніше змінюють дихання печінки секретин, 
холецистокінін, субстанція Р і кортикотропін, 
які беруть до того ж участь у гомеостатичних 
реакціях організму. 

Надзвичайно важливий як з теоретич-
ної, так і з практичної точки зору  останній 
розділ монографії, присвячений портальній 
гіпертензії, – одного з найтяжчих захворю-
вань печінки, що супроводжується високою 
смертністю, зумовленою головним чином 
сильними кровотечами в стравоході та інших 
відділах ШКТ. Пошук підходів до лікування 
цієї важкої хвороби є актуальним і дуже важ-
ливим для клініцистів. П.І. Янчук уперше по-
казав, що хронічне подразнення гіпоталамуса 
може призводити до розвитку внутрішнь-
опечінкової  форми портальної гіпертензії. 
Крім того, автор у дослідах на щурах вивчив 
три моделі експериментальної портальної 
гіпертензії: нітрозоамінову, натрій-йодну і 
чотирихлорвуглецеву. Він дійшов висновку, 
що натрій-йодна модель найбільш відповідає 
деяким ідіопатичним формам портальної 
гіпертензії у людини. У хронічних дослідах 
на собаках, використовуючи цю модель, ав-
торові удалося підібрати комбінацію з двох 
препаратів: нітропрусиду натрію і дібазолу, 
яка здійснює стійкий позитивний вплив на 
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перебіг портальної гіпертензії, що полягає в 
нормалізації показників гемодинаміки, тка-
нинного дихання і морфоструктури печінки. 
Запропоновану методику корекції спостере-
жуваних порушень можна рекомендувати до 
клінічних випробувань.

Принциповими особливостями проведе-
ного П.І. Янчуком дослідження є системний 
підхід, комплексна одночасна реєстрація 
показників кровообігу та кисневого балансу 
печінки в експериментах in vivo; викори-
стання переважної більшості досліджених 
гуморальних факторів у дозах, що не ви-
ходять за межі фізіологічної концентрації 
цих речовин у крові; проведення хронічних 
дослідів за умов максимально наближених 
до нормальних. 

Отримані автором та викладені у моно-
графії результати досліджень розширюють 
і поглиблюють знання про нейрогуморальні 
механізми регуляції кровообігу і кисневого 

гомеостазу печінки. П.І. Янчуком запропоно-
вана принципово нова концепція про коорди-
нувальну і провідну роль гіпоталамуса у ней-
рогуморальній регуляції кровопостачання та 
дихання печінки: завдяки диференційованим 
впливам на функціональні елементи залози 
він змінює нервовим шляхом (терміново), або 
ж із залученням гормонів (впродовж тривало-
го часу) її кисневий баланс і кровопостачання 
під час реалізації гомеостатичних і поведін-
кових реакцій організму.

Необхідно відзначити високий методич-
ний рівень та велику трудомісткість проведе-
них автором і представлених на суд читача до-
сліджень. Викладені у монографії результати 
власних досліджень широко опубліковані П.І. 
Янчуком як у вітчизняних, так і зарубіжних 
авторитетних виданнях, про що свідчать по-
силання літератури. Монографія представляє 
інтерес для спеціалістів з  фізіології людини і 
тварин, патологічної фізіології та клініцистів.

Член-кореспондент НАН України
В.Ф. Сагач 

РЕЦЕНЗІЯ



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 6 143

ХРОНІКА

19- й з’їзд Українського фізіологічного товариства 
ім. П.Г.Костюка з міжнародною участю,  
присвяченого 90-річчю від дня народження  
академіка П.Г.Костюка (Львів, 24-26 травня 2015 р.)

Українське фізіологічне товариство є поту-
жною суспільною організацією з великими 
традиціями, діяльність якої спрямована на 
об’єднання вчених-фізіологів, створення 
умов для ефективного наукового співробіт-
ництва, підвищення ефективності і автори-
тету української фізіологічної науки. Това-
риство нараховує близько 700 членів, його 
відділення розміщені у всіх регіонах України, 
практично у всіх обласних центрах. 

19-й з’їзд Українського фізіологічного то-
вариства був проведений у важкий для Укра-
їни час. До участі в роботі з’їзду було подано 
понад 500 заявок практично з всіх регіонів 
України, а також із Росії, Білорусії, Литви, 
Нідерландів і США. Складна політична і осо-
бливо економічна ситуація в країні завадили 
частині членів товариства і гостей приїхати 
у Львів, проте, в роботі з’їзду взяли участь 
більше ніж 200 делегатів: академіки і чле-
ни-кореспонденти НАН України та УААН, 
професори, доктори та кандидати наук, а 
також велика кількість наукової молоді.

Засідання проходили у приміщеннях 
Львівського національного медичного уні-
верситету імені Данила Галицького. Ми 
дуже вдячні ректору Університету проф. 
Б.С.Зіменковському, першому проректору, 
члену-кор. НАМН України М.Р.Гжегоцькому, 
в.о. завідувача кафедри фізіології Уні-
верситету О.Г.Мисаковцю, а також проф. 
Р.С.Федоруку (Інститут біології тварин) за 
вагомий внесок у організацію і проведення 
19-го з’їзду Українського фізіологічного 
товариства ім. П.Г.Костюка з міжнародною 

участю, присвяченого 90-річчю від дня 
народження академіка П.Г.Костюка.

На з’їзді були прочитані 4 пленарні лек-
ції, зокрема: “Протонна сигналізація: новий 
вимір у функціональному рельєфі мозку” 
(акад.О.О.Кришталь), “Газотрансмітери, 
мітохондрії та функція серця у старих і 
тренованих тварин” (член-кор. В.Ф.Сагач), 
“Сприйняття інформації мозком жінок і чоло-
віків” (проф. М.Ю.Макарчук), “Оcобливості 
адаптаційних реакцій у системах з різним 
рівнем резистентності” (М.Р.Гжегоцький, 
С.М.Ковальчук, О.І.Чупашко, В.Паніна,  
О.Г.Мисаковець).

Секційні засідання охоплювали найбільш 
актуальні питання молекулярної і клітинної 
фізіології, системної нейрофізіології, психо-
фізіології, фізіології ендокринної системи, 
дихання, серцево-судинної системи, травної 
і видільної систем, спорту, вікової фізіології, 
імунофізіології і фізіології репродуктивної 
системи, екологічної фізіології та впливу екс-
тремальних факторів на організм, клінічної 
фізіології і фізіології сільськогосподарських 
тварин, що свідчить про широкий спектр пи-
тань фізіологічної науки, що досліджується 
в Україні. 

У пленарних та секційних доповідях ґрун-
товно проаналізовані досягнення сучасної 
української та світової фізіології, тенденції та 
перспективи розвитку найбільш актуальних 
напрямків фундаментальних і прикладних 
досліджень. На з’їзді сформульовано завдан-
ня щодо подальшої інтеграції українських 
учених в європейську та світову фізіологічну 
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спільноту, наголошено на необхідності приді-
ляти більшу увагу талановитій студентській 
і науковій молоді. Активно обговорювали 
питання про зміцнення міжнародних кон-
тактів товариства, участі вчених-фізіологів 
у міжнародних конференціях, з’їздах, шко-
лах і семінарах, які присвячені актуальним 
проблемам фізіології. Відмічено посилення 
зв’язків із суміжними дисциплінами: біохі-
мією, біофізикою, молекулярною генетикою 
та нанотехнологією. У рамках з’їзду прове-
дено засідання завідувачів кафедр фізіології 
медичних вузів, де обговорювалися найак-
туальніші питання викладання фізіологічної 
науки в Україні.

Слід відмітити високий рівень наукових 
доповідей, зроблених молодими науков-
цями. Зокрема, на з’їзді були відзначені 
нагородами 40 молодих науковців, зокрема 
С.П.Бесчасний (Херсонський державний 
університет), А. О. Боженко (Інститут фізіо
логії ім. О.О.Богомольця), Т.В.Болгова 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
О.В.Бондаренко (Національний університет 
ім. Тараса Шевченка, Київ), А.К.Бортнікова 
(Донецький медичний університет), Т.В.Вов
кун  (Національний університет ім. Тараса 
Шевченка, Київ), Л.І.Галузіна (Дніпропе-
тровський державний аграрний універси-
тет), Ю.В.Гошовська (Інститут фізіології 
ім. О.О.Богомольця), Є.О.Грушевський 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
Т.В. Гуранич (Івано-Франківський націо-
нальний медичний університет), К.В.Гуржій 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
О.В.Денисенко (Одеський національний 
університет, Одеський національний медич-
ний університет), О.П.Долайчук (Інститут 
біології тварин НААН, Львів), Т.І.Древицька 
(Інститут фізіології ім..О.О.Богомольця), 
Р.І.Добровольська (Інститут фізіології ім. 
О.О.Богомольця), О.В.Довгань (Вінниць-
кий національний медичний університет), 
Н.О.Дорофеєва (Інститут фізіології ім. 
О.О.Богомольця), К.О.Драчук (Інститут фізі
ології ім. О.О.Богомольця), Н.В.Друзь (Націо-

нальний університет біоресурсів та природо-
користування України, Київ), А.С.Жуковська 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
М.М.Змія (Львівський національний універ-
ситет ветеринарної медицини та біотехно-
логій імені С.З.Гжицького), М.Ю.Єдутенко 
(Інститут фізіології ім.О.О.Богомольця), 
І .А.Коломієць (Львівський національ-
ний університет ветеринарної медицини 
та біотехнологій імені С.З.Гжицького), 
Т.А.Королишин  (Інститут фізіології ім. 
О.О.Богомольця), Б.С.Коп’як (Інститут фізіо-
логії ім. О.О.Богомольця), А.М.Котлярова 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
Н.І. Купиняк (Львівський національний Уні-
верситет ім.Івана Франка), О.В.Линчак (На-
ціональний університет ім. Тараса Шевчен-
ка, Київ), О.О.Лунько (Інститут фізіології 
ім. О.О.Богомольця), О.В.Лунько (Інститут 
фізіології ім..О.О.Богомольця), О.В.Лукаш 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
Б.О. Манько (Львівський національний Уні-
верситет ім. Івана Франка), Д.Ф.Милостива 
(Дніпропетровський державний аграрно-
економічний університет), О.В.Мельник 
(Львівський національний медичний універ-
ситет ім. Данила Галицького), Н.Г.Побігун 
(Івано-Франківський національний медичний 
університет), С.О.Собіщанський (Націо-
нальний університет ім. Тараса Шевченка, 
Київ), М.І.Храбко (Інститут біології тварин 
НААН, Львів), В.П.Черкас (Інститут фізіо-
логії ім. О.О.Богомольця), Є.Ю.Шеремет 
(Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця), 
О.В.Шинкарук (Науково-дослідний інститут 
Національного університету фізичного вихо-
вання і спорту України).

Аналіз матеріалів з’їзду дає змогу зробити 
висновок, що у звітний період фізіологічна 
наука в Україні досягла певних успіхів. Чле-
нами Українського фізіологічного товариства 
проведено великий обсяг наукових дослід-
жень, значна частина яких є пріоритетними, 
виконаними на високому методичному рівні.

Делегати з’їзду підтримали ініціативу 
проф. С.Н. Вадзюка про запровадження 

ХРОНІКА
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«Дня фізіолога» в останню неділю квітня 
поточного року, і для обґрунтування його 
доцільності створена робоча група у складі 
проф. С.Н.Вадзюка, проф. Р.С Федорука. і 
д.б.н. Л.М. Шаповал. 

На з’їзді звертали увагу на низку не-
вирішених питань, які потребують систе-
матичної уваги з боку президії товариства 
та керівників обласних відділень. Зокрема, 
слід шукати нові, адекватні сучасним умо-
вам форми наукової та науково- органі-
заційної роботи і співпраці, ефективніше 
залучати до досліджень талановиту молодь, 
постійно розширювати міжнародні наукові 
контакти. На всіх рівнях – від президії до 
наукових і навчальних установ – вкрай 
важливо пожвавити діяльність, спрямовану 
на залучення додаткових коштів від спон-
сорів, за вітчизняними та міжнародними 

науковими проектами та грантами. Це дасть 
можливість поновити застаріле лабораторне 
обладнання, поліпшити матеріальне забез-
печення вчених.

На з’їзді був затверджений новий склад 
центральної ради Українського фізіологіч-
ного товариства, президентом обрано акад. 
О.О.Кришталя, віце-президентами – акад. 
НАМН В.М.Мороза (Вінниця), член-кор. 
НАМН М.Р.Гжегоцького (Львів), член-кор. 
НАН України В.Ф.Сагача (Київ) і проф. 
Р.С.Федорука (Львів), генеральним секрета-
рем – д.б.н. Л.М.Шаповал.

Наступний з’їзд Українського фізіоло-
гічного товариства буде проведено у 2019 
р. у м. Київ на базі Інституту фізіології 
ім. О.О.Богомольця НАН України і буде 
присвячений 95-річчю від дня народження 
академіка П.Г.Костюка. 

Секретар Українського фізіологічного товариства
доктор біологічних наук
Л.М.Шаповал

ХРОНІКА
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